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AAV    Adeno-assoziierter Lentivirus 
Abb.    Abbildung 
ALS    Amyotrophe Lateralsklerose 
AM-Ester   Acetoxylester 
ASO    Antisense Oligonukleotid 
AVI    Audio Video Interleave 
BDNF    brain-derived neurotrophic factor 
bp    Basenpaare 
Cdk    cyclin-dependent kinase (Zyklin-abhängige Kinase) 
CNTF    ciliary neurotrophic factor 
DIV    days in vitro  
DNA    desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
DSMA1   Distale spinale Muskelatrophie 1 
GDNF    glial cell-line derived neurotrophic factor 
GPI    Glycosylphosphatidylinositol 
IP3    Inositoltriphosphat 
kDa    Kilodalton 
LED    light-emitting diodes 
LEMS    Lambert-Eaton-Myasthenie Syndrom 
MAP    mitogen-activated protein 
min    Minuten 
mRNA    messenger RNA (Boten-RNA) 
MW    Mittelwert 
NCT    offizielle Identifikationsnummer für klinische Studien 
NGF    nerve growth factor 
NT-3/4/5   neurothrophic factor 3/4/5 
OG    Oregon Green 
PCR    polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
RNA    ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
ROI    region of interest 
RT    Raumtemperatur 
SEM    Standardabweichung des Mittelwerts 
SMA    Spinale Muskelatrophie 
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SMARD1   spinal muscular atrophie with respiratory distress 1 
SMN    survival motoneuron (Gen) 
SMNΔ7   survival motoneuron delta 7 (ohne Exon 7) 
snRNA   small nuclear ribonucleic acid 




























Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine monogenetische Erkrankung, bei der 
es durch den Verlust des SMN Proteins zur Degeneration der α-Motoneurone im 
Rückenmark kommt. Abhängig vom Schweregrad zeigen die Patienten bereits 
innerhalb der ersten Lebensmonate ausgeprägte Lähmungen der 
Skelettmuskulatur und eine Zwerchfellparese einhergehend mit einer reduzierten 
Lebenserwartung. Mithilfe von Mausmodellen für die SMA konnte gezeigt 
werden, dass der Motoneuronenverlust bei Smn-defizienten Mäusen mit 
Störungen der Neurotransmission an der motorischen Endplatte und mit 
Differenzierungsstörungen der Motoneurone einhergeht. Die Differenzierungs-
störungen primärer Smn-defizienter Motoneurone sind eng gekoppelt mit einer 
verminderten Clusterbildung spannungsabhängiger Kalziumkanäle im distalen 
axonalen Bereich. Dies wiederum führt zu einer verminderten Frequenz 
spontaner Kalziumeinströme am Axonterminus und hat eine veränderte axonale 
Elongation zur Folge. 
 
Es wurden folgende Aspekte in Bezug auf die Verstärkung und die Induktion 
spontaner Kalziumeinströme in Mausmodellen für spinale Muskelatrophien in 
dieser Arbeit adressiert: 
1) Lassen sich spontane Kalziumeinströme in Smn-defizienten Motoneuronen 
durch die externe Applikation von Kalziumkanalagonisten verstärken? 
2) Sind spontane Kalziumeinströme in primären Motoneuronen durch den Brain-
derived-neurotrophic-factor (BDNF) induzierbar? 
3) Zeigen primäre Motoneurone eines Mausmodells für spinale Muskelatrophie 
mit Ateminsuffizienz Typ 1 (SMARD1) ebenfalls veränderte Kalziumtransienten? 
 
Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass durch den Kalziumkanalagonisten R-
Roscovitine die Frequenz der spontanen Kalziumeinströme im distalen Axon von 
Smn-defizienten Motoneuronen signifikant erhöht wird. Dies hat wiederum einen 
regulierenden Effekt auf die Differenzierung der SMA Motoneurone zur Folge. 
Smn-defiziente Motoneurone zeigen somit keine Unterschiede mehr in Bezug auf 
Axonlängen und Wachstumskegelflächen im Vergleich zu Kontrollzellen. Für R-
10 
 
Roscovitine ist neben der agonistischen Wirkung am Kalziumkanal auch ein 
inhibitorischer Effekt auf die Cyclin-abhängige Kinase 5 beschrieben. Es konnte 
jedoch gezeigt werden, dass die erhöhten Kalziumtransienten unter der 
Behandlung mit R-Roscovitine durch eine direkte Bindung an die Cav2 
Kalziumkanäle verursacht werden und nicht durch eine Cdk5 Blockade. Dafür 
spricht die schnelle und reversible Wirkung von R-Roscovitine, sowie die 
Aufhebung des R-Roscovitines Effekts bei gleichzeitiger Gabe des Cav2.2 
Antagonisten ω-Conotoxin MVIIC.  
 
Der zweite Aspekt dieser Arbeit behandelt den Einfluss der neurotrophen 
Faktoren BDNF, CNTF und GDNF auf die Kalziumtransienten am 
Wachstumskegel wildtypischer Motoneurone. Der Vergleich der neurotrophen 
Faktoren zeigt, dass nur BDNF eine induzierende Wirkung auf spontane 
Kalziumtransienten am Wachstumskegel hat.  
 
Der letzte Abschnitt dieser Arbeit beschäftigt sich mit den Kalziumtransienten bei 
Motoneuronen aus dem Nmd2J (SMARD1) Mausmodell. Die SMARD1 gilt als 
eigenständige Form der spinalen Muskelatrophien mit unterschiedlicher Genetik 
und unterschiedlichen klinischen Merkmalen. Die Motoneurone weisen in Bezug 
auf die Kalziumtransienten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und Nmd2J 
Mutante auf. Es ergibt sich somit kein Hinweis darauf, dass die Degeneration der 
Motoneurone bei der SMARD1 von einer Störung der Kalziumhomöostase im 













Spinal muscular atrophy (SMA) is a monogenetic disorder which is caused by the 
loss of the SMN Protein and leads to the degeneration of α-motoneurons. Within 
the first few months of life most patients are clinically affected with severe motor 
deficits of skeletal muscles and a diaphragm paralysis, going along with a 
reduced life expectancy depening on the degree of severity. With the aid of SMA 
mouse models it was shown that the loss of motoneurons with Smn deficiancy 
lies in an impaired neurotransmission of the motoneuron endplat leading to a 
differentiation disorder of the motoneurons. This differentiation disorder is 
strongly connected to a reduced cluster formation of voltage-dependent calcium 
channels in the distal axonal area. The impaired cluster formation in turn leads to 
a reduced frequency of spontanous calcium transients at the axon terminus, 
followed by an altered axonal elongation.     
 
In this work the following aspects concerning the enhancement and induction of 
spontanous calcium transients in mouse models of spinal muscular atrophy were 
adressed: 
1) Does the external application of calcium channel agonists increase 
spontanous calcium transients in Smn-deficient motoneurons? 
2) Is the neurotrophic factor Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) able to 
induce spontanous calcium transients in primary motoneurons? 
3) Do primary motoneurons of a mouse model for spinal muscular atrophy with 
respiratory distress (SMARD1) show altered calcium transients as well?  
 
The results of my work show that the calcium channel agonist R-Roscovitine 
significantly increases the frequency of spontanous calcium transients in growth 
cones of Smn-deficient motoneurons which in turn has a regulatory effect on the 
differentiation of SMA motoneurons. Smn-deficient motoneurons treated with R-
Roscovitine do not show any differences concerning axon length and growth cone 
size compared to control cells. Apart from the agonist effect on the calcium 
channels, R-Roscovitine also has an inhibitory impact on the cyclin-dependant 
kinase 5. The results of this work show that the positive effect on the calcium 
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transients under R-Roscovitine treatment is because R-Roscovitine binds directly 
to the calcium channel rather than due to an inhibition of cdk5. Arguments 
supporting this idea are the rapid and reversible channel kinetics of R-
Roscovitine. Plus, the effect of R-Roscovitine can be repealed when the Cav2 
channal antagonist ω-conotoxin is given simultaneously.    
 
In the second part of this work the influence of the neurotrophic factors BDNF, 
CNTF and GDNF on the calcium transients of wildtype motoneurons is 
investigated. Comparing these neurotrophic factors show that only BDNF has an 
impact on local calcium channel kinetics in growth cones of motoneurons.  
 
The last part of this work deals with the investigation of calcium transients in 
motoneurons from the Nmd2J (SMARD1) mouse model. SMARD1 is an 
independent form of spinal muscular atrophies with different genetical and clinical 
aspects compared to proximal SMA. The results of this work show that Nmd2J 
motoneurons do not show any difference in growth cone calcium influx between 
wildtype and mutant. Thus, there is no indication that the degeneration of 
SMARD1 motoneurons has any pathophysiological similarities with motoneurons 
from the proximal SMA mouse model. Hence, there are also no indications that 
the reason for motoneuron degeneration in SMARD1 lies in an impaired calcium 















2.1 Motoneurone und Motoneuronerkrankungen 
Motoneurone leiten ein Bewegungssignal vom Gehirn zum Muskel. Im 
motorischen Kortex, dem Gyrus praecentralis des Gehirns liegt das erste 
Motoneuron, das die elektrischen Signale über sein Axon an das zweite 
Motoneuron im Vorderhorn des Rückenmarks weitergibt. Am distalen Ende des 
zweiten Motoneurons befindet sich die neuromuskuläre Endplatte, die Synapse 
zwischen Motoneuron und Muskel. Dort wird das elektrische Signal in ein 
biochemisches Signal umgewandelt. Abbildung 1 zeigt den Aufbau eines 
embryonalen Motoneurons in der Zellkultur. Apikal befinden sich die Dendriten, 
die die Signale anderer Neurone empfangen. Im Zellkörper werden die Signale 
verarbeitet. Am Axonhügel wird ein neuer elektrischer Impuls gebildet, der sich 
über das Axon fortleitet. Der Wachstumskegel markiert das Ende des Axons. Von 
ihm geht das Längenwachstum aus. Er bildet im Verlauf der embryonalen 





Abbildung 1: Zytologischer Aufbau eines primären embryonalen Motoneurons  
Eigene Aufnahme eines primären wildtypischen embryonalen Motoneurons in Zellkultur  
 
Ist die Funktion des ersten Motoneurons gestört, entwickeln die Patienten 
spastische Paresen, da supranukleäre, hemmende Einflüsse auf das zweite 
Motoneuron im Rückenmark wegfallen. Erkrankungen aus diesem Formenkreis 
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sind die Hereditäre Spastische Spinalparalyse oder die Primäre Lateralsklerose. 
Liegt eine Störung im Bereich des zweiten Motoneurons vor, resultieren daraus 
schlaffe Paresen und in der Folge eine Atrophie der Muskulatur. Ein Untergang 
des zweiten Motoneurons kann entweder hereditär vorliegen wie bei den 
spinalen Muskelatrophien oder durch den Infektionserreger für die Poliomyelitis 
verursacht werden. Sind sowohl das erste Motoneuron als auch das zweite 
Motoneuron betroffen, handelt es sich um die Amyotrophe Lateralsklerose. Bei 
dieser meist rasch-progredienten Erkrankung entwickeln die Patienten 
gleichzeitig spastische und schlaffe Paresen mit einer klinisch ausgeprägten 
Muskelatrophie und einem gesteigerten Reflexniveau.  
 
2.1.1 Allgemeine Entwicklung von Motoneuronen 
Motoneurone entwicklen sich aus der Basalplatte, der rostrokaudalen Achse des 
Neuralrohrs. Während der frühen embryonalen Entwicklung kontrollieren Shh 
und Hox Gene, welcher Motoneuron-Subtyp sich bildet und an welcher Stelle des 
Nervensystems sich das Motoneuron später befinden soll (Principles of neural 
sciences. 5. Aufl.; 2013). Im Anschluss erfolgt die Differenzierung der α-
Motoneurone und das Auswachsen der Axone zu den entsprechenden 
Muskelfasern. Für diesen Wachstumsvorgang werden spezifische neurotrophe 
Faktoren benötigen (siehe Kapitel 2.1.4).   
 
2.1.2 Differenzierung der Motoneurone durch Kalziumkanäle 
Im Wachstumskegel existieren unterschiedliche Mechanismen, die für die 
Differenzierung verantwortlich sind und bei der SMA gestört sein können. Ein 
wichtiges Bindeglied verschiedener Differenzierungssignale bildet die Gruppe 
der spannungsgesteuerten Kalziumkanäle. Für Motoneurone sind insbesondere 
der Cav2.1 (P/Q-Typ) und der Cav2.2 (N-Typ) Kalziumkanal von Bedeutung 
(Westenbroek et al., 1998). Während der N-Typ nur in der embryonalen 
Entwicklung für das Motoneuron eine Rolle spielt, findet sich der P/Q-Typ sowohl 
während der Entwicklung als auch im ausgereiften Stadium am Wachstumskegel 
oder in der Präsynapse im Bereich der aktiven Zonen (Westenbroek et al., 1995; 
Rosato Siri & Uchitel, 1999). Aktive Zonen bilden den Bereich der Präsynapse, 
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der für die Vesikelfreisetzung von Bedeutung ist (Schoch & Gundelfinger, 2006). 
Während der Embryonalentwicklung können sich diese spannungsabhängigen 
Kalziumkanäle spontan öffnen (Gu et al., 1994). Es wird angenommen, dass 
insbesondere das Frequenzmuster der spontanen Kalziumtransienten für eine 
normale Reifung der neuromuskulären Endplatte verantwortlich ist (Gu & 
Spitzer.,1995; Spitzer, 2002). Der lokale Kalziumanstieg durch die spontane 
Öffnung der Kanäle führt zu einer Zusammenlagerung weiterer Kalziumkanäle 
an dieser Stelle (Clusterbildung). Kommt es nun zu einer Spannungsänderung 
der Zellmembran, wird in den Clustern der aktiven Zonen eine größere Menge an 
Kalziumkanälen geöffnet. Es strömt so viel Kalzium in die Zelle, dass Vesikel 
freigesetzt werden können. Die in den Vesikeln enthaltenen Neurotransmitter 
kommunizieren wiederum mit der extrazellulären Matrix und der Muskelfaser und 
treiben so die Differenzierung der neuromuskulären Endplatte voran (Nishimune 
et al., 2004; Jablonka et al., 2007). 
Spannungsabhängige Kalziumkanäle setzen sich aus mehreren Untereinheiten 
zusammen. Die α1 Untereinheit bildet die Pore für den Kalziumstrom (Reuter, 
1996). Die β Untereinheit liegt intrazellulär und hat eine regulatorische Funktion 
(Bouron et al., 1995). Durch die Bindung synaptischer Proteine wie Syntaxin, 
SNAP25 und Synaptotagmin lässt sich dort die Wahrscheinlichkeit der 
Kanalöffnung modifizieren (Sheng et al., 1996; Spafford & Zamponi, 2003). Auch 
Proteinkinasen setzen an der β Untereinheit an und können den Kanal durch 
Phosphorylierungen beeinflussen (Reuter, 1996). Beide Untereinheiten werden 
durch den transmembranären α2δ-Komplex miteinander verbunden. Bei 
manchen Kanälen liegt eine zusätzliche γ Untereinheit vor (Catterall, 1998). 
Spannungsabhängige Kalziumkanäle folgen einer nicht-linearen Kinetik. 
Übersteigt das Membranpotenzial einen bestimmten Schwellenwert (N-Typ: + 7,8 
mV bis + 10 mV; P/Q-Typ: - 11 mV bis + 2,1 mV) öffnet sich die Pore des 
Kalziumkanals und Kalzium strömt in die Zelle (Catterall et al., 2005). Erst wenn 
durch die Öffnung mehrerer Kalziumkanäle an dieser Stelle die intrazelluläre 
Kalziumkonzentration auf eine Gesamtkonzentration von etwa 200 nm ansteigt, 
kommt es dort zu einer Vesikelfreisetzung (Heidelberger et al., 1994) Die 
Inaktivierung der Kalziumkanäle verläuft ebenfalls spannungsgesteuert (Patil et 
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al., 1998). Es werden dabei mehrere offen- und geschlossen-Zustände 
durchlaufen (Lee et al., 1999; Buraei et al., 2005).  
 
Agonisten und Antagonisten spannungsabhängiger Kalziumkanäle 
Die verschiedenen Typen der spannungsabhängigen Kalziumkanäle lassen sich 
spezifisch blockieren. Conotoxin (ω-CgTx-MVIIC) ist ein Inhibitor für den N-Typ 
Kalziumkanal, Agatoxin (ω-AgaIVA) ein Inhibitor für den P/Q-Typ Kanal (Katz et 
al., 1996, 1997). 
R-Roscovitine ist eine Substanz, die an den Cav2.2 Kalziumkanal bindet und 
dessen Öffnungszustand moduliert. Roscovitine (Seliciclib®) zählt zu den 
niedermolekularen Verbindungen mit einem Molekulargewicht von 354,46 g/mol. 
Es setzt sich zusammen aus einer 2,6,9-trisubstituierten Purinbase und liegt 
durch die stereometrische Anordnung der Hydroxylethylaminogruppe als 





Abbildung 2: Roscovitine 
Abbildungen aus dem Adipogen Lifescience DataSheet für R- und für S-Roscovitine. Die 
Roscovitine Isoformen bestehen aus einer Purinbase, die an den Positionen 2, 6 und 9 
trisubstituiert ist. R-Roscovitine unterscheidet sich von S-Roscovitine durch die 
stereometrische Anordnung der Hydroxyethylaminogruppe. 
 
Für Roscovitine sind bis zum jetzigen Zeitpunkt zwei molekulare Angriffsorte in 
der Zelle beschrieben: Roscovitine wurde ursprünglich als Nachfolgesubstanz 
des spezifischen Kinase Inhibitors Olomucine entwickelt und ist charakterisiert 
durch seine antagonistische Wirkung an den Zyklin-abhängigen Kinasen Cdk1, 
Cdk2 und Cdk5. Davon wird Cdk5 am potentesten von R-Roscovitine gehemmt 
(Meijer et al., 1997; Azevedo et al., 1997). Cdk5 ist insbesondere in neuronalem 
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Gewebe aktiv und hat im Gegensatz zu anderen Zyklin-abhängigen Kinasen nur 
eine geringe Wirkung auf den Zellzyklus. Erst später wurde gezeigt, dass 
Roscovitine auch in der Lage ist, spannungsabhängige Kalziumkanäle zu 
beeinflussen. Durch die Bindung an die Kanäle im offenen Zustand verzögert sich 
deren schnelle Schließung. Dadurch kann mehr Kalzium in das Zellinnere 
fließen. Die Enantiomere R-Roscovitine und S-Roscovitine unterscheiden sich 
dabei durch ihre Angriffsorte. R-Roscovitine zeigt sowohl eine antagonistische 
Wirkung an Cdk5 als auch eine agonistische Wirkung an den Cav2 
Kalziumkanälen. Für S-Roscovitine wurde bisher vor allem eine antagonistische 
Wirkung an Cdk5 beschrieben (Cho & Meriney, 2006).  
Die Substanz GV-58 wurde als Nachfolgesubatanz zu R-Roscovitine mit 
alleiniger Wirkung als Cav Agonist entwickelt (Liang et al., 2012). Der Effekt an 
Cyclin-abhängigen Kinasen ist bei GV-58 etwa 20-fach geringer ausgeprägt als 
bei R-Roscovitine (Liang et al., 2012). Für das Lambert-Eaton-Myasthenie-
Syndrom (LEMS), einer durch Antikörper verursachten neuromuskulären 
Übertragungsstörung, konnte in Zellmodellen gezeigt werden, dass der Einsatz 
von GV-58 die Deaktivierung der präsynaptischen Kalziumkanäle, gegen die die 
Antikörper gerichtet sind, verlangsamt und somit mehr Kalzium in den 
Wachstumskegel einströmt, was wiederum die Vesikelfreisetzung verbesserte 
(Tarr et al., 2012; Tarr et al., 2014). 
 
2.1.3 Differenzierung der Motoneurone durch Laminine 
Laminine sind große Glykoproteine, die sich in der extrazellulären Matrix 
befinden und mit den Rezeptoren der Neurone interagieren. Sie setzen sich 
zusammen aus den drei Untereinheiten α, β und γ (Luckenbill-Edds, 1997). 
Laminin-111, bestehend aus den Polypeptidketten α1, β1 und γ1, dient als 
Leitstruktur der Motoneurone während des Längenwachstums (Hammarback et 
al., 1988). Laminin-221 findet sich im Bereich der neuromuskulären Endplatte 
und leitet dort die Differenzierung ein (Luckenbill-Edds, 1997). Dabei ist 
insbesondere die β2 Kette von Laminin-221 für die Differenzierung des distalen 
Motoneurons ausschlaggebend. Auf der β2 Kette befindet sich eine 
Tripeptidsequenz (LRE), die direkt an die porenbildende α1-Untereinheit der 
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spannungsabhängigen Kalziumkanäle Cav2.1 und Cav2.2 bindet (Porter et al., 
1995). Diese Bindung führt zur Öffnung der Kanäle und durch den lokalen 
Kalziumeinstrom zu einer Zusammenlagerung weitere Kalziumkanäle an dieser 
Stelle (Clusterbildung). Durch die Clusterbildung kommt es wiederum zu einem 
Anstieg der Kalziumeinströme (Nishimune et al., 2004; Jablonka et al., 2007). Es 
wird angenommen, dass die erhöhte Frequenz der Kalziumtransienten von der 
Zelle als „Differenzierungssignal“ gewertet wird (Porter et al., 1995). Dieses 
„Differenzierungssignal“ würde in vivo bedeuten, dass das Axonwachstum stoppt 
und sich die Präsynapse ausbildet. Daher sind die Axone der Motoneurone in 
Zellkultur auf Laminin-221 signifikant kürzer als auf Laminin-111 (Jablonka et al., 
2007). 
 
2.1.4 Differenzierung der Motoneurone durch Neurotrophe Faktoren 
Neurotrophe Faktoren sind Proteine, die das Überleben, das Wachstum und die 
Differenzierung von neuronalem Gewebe fördern. Zu den neurotrophen Faktoren 
zählt die Genfamilie der Neurotrophine mit den vier bisher bekannten Mitgliedern 
nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 
neurotrophin-3 (NT-3) und neurotrophin-4/5 (NT-4/5). Alle vier Faktoren sind in 
der Lage an den niedrig-affinen p75NGF Rezeptor und zusätzlich jeweils an 
verschiedene Klassen von Tyrosinkinase-Rezeptoren (Trk-Rezeptoren) zu 
binden (Sutter et al., 1979; Johnson et al., 1986; Glass & Yancopoulos, 1993). 
Der p75NGF Rezeptor hat keine eigene Aktivität, er beeinflusst die Entwicklung 
der Neuronen nur indirekt (Jing et al., 1992; Glass & Yancopoulos, 1993). Die 
Bindung der Neurotrophine an die Trk-Rezeptoren führt zur Dimerisierung der 
Rezeptoren und hat eine Tyrosin-Autophosphorylierung zur Folge (Maher, 1988; 
Meakin & Shooter, 1991; Yarden & Ullrich, 1988). Die dadurch initiierten 
Signalkaskaden sind hauptverantwortlich für das Wachstum und die 
Differenzierung neuronaler Zellen (Weskamp & Reichardt, 1991; Klein et al., 
1991; Ibáñez et al., 1992). BDNF, ein Mitglied der Neurotrophine und dessen 
Rezeptor TrkB wird eine Bedeutung bei Motoneuronen und bei der Entwicklung 
cholinerger Zellen des Hippocampus zugeschrieben (Korsching et al., 1985; 
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Hofer et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990; Ernfors et al., 1990; Sendtner et al., 
1992; Yan et al., 1992; Oppenheim et al., 1992).  
Neben den Neurotrophinen existieren weitere neurotrophe Faktoren. Dazu zählt 
der ciliary neurotrophic factor (CNTF). Der Rezeptor für CNTF ist ein Zytokin-
Rezeptor mit intrazellulärem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker, der 
ausschließlich im Nervensystem und im Skelettmuskel exprimiert wird (Davis et 
al., 1991). Ähnlich wie BDNF hat auch CNTF eine besondere Bedeutung für 
Motoneurone (Sendtner et al., 1990; Arakawa et al., 1990). Der Glial cell-line 
derived neurotrophic factor (GDNF) ist ebenfalls ein neurotropher Faktor. GDNF 
bindet an den GDNFα-Rezeptor, wodurch die RET Rezeptor-Tyrosinkinase 
phosphoryliert wird und so das Signal intrazellulär weiterleitet (Jing et al., 1996; 
Treanor et al., 1996). GDNF scheint wie BDNF und CNTF Einfluss auf das 
Überleben und die embryonale Entwicklung von Motoneuronen zu nehmen 
(Henderson et al., 1994). 
 
2.2 Spinale Muskelatrophie 
Die klassische proximal betonte spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine 
monogenetische Erkrankung, die zum Untergang des zweiten Motoneurons im 
Vorderhorn des Rückenmarks führt. Die Inzidenz der SMA liegt zwischen 1:6000 
und 1:10000, der Erbgang ist autosomal-rezessiv (Czeizel & Hamula, 1989).  
 
2.2.1 Klinik 
Hauptaspekte der spinalen Muskelatrophien sind neben den Einschränkungen 
durch die proximalen Paresen und durch die Atrophie der Muskulatur auch 
gastrointestinale Störungen und orthopädische Probleme, die in der langfristigen 
Therapie der SMA berücksichtigt werden müssen. Respiratorische Insuffizienz 
und die damit in Zusammenhang stehenden Komplikationen beherrschen 
insbesondere bei den schweren Formen den klinischen Verlauf und damit auch 
die Prognose (Korinthenberg et al., 2005).   
Die Klassifikation der proximalen SMA richtet sich nach dem Schweregrad der 
Betroffenen und erfolgt nach Manifestationsalter, motorischen Meilensteinen und 
Langzeitprognose (Tabelle 1). Die häufigste Form ist die SMA Typ 1. Sie hat den 
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schwersten Verlauf mit Beginn innerhalb der ersten sechs Lebensmonate und 
dem Eintreten des Todes noch vor Erreichen des dritten Lebensjahres. 
Neugeborene zeigen häufig eine bereits ausgeprägte Schwäche mit muskulärer 
Hypotonie („floppy infant“) (Neurologie compact, 7. Aufl.; 2017). 
 
Typ Definition Motorik Alter Prognose 
I Infantil Kein Sitzen < 6 M < 3 Jahre 
II Intermittierend Kein Stehen < 18 M Adoleszenz 
III Juvenil Früh Rollstuhl < 18 J Normal 
IV Adult Spät Rollstuhl > 18 J Normal 
Tabelle 1: Klassifizierung der proximalen spinalen Muskelatrophie 
 
2.2.2 Genetik 
1990 wurde das ursächliche Gen für die proximale spinale Muskelatrophie auf 
dem langen Arm des Chromosoms 5q11.2-13.3 des menschlichen Genoms 
identifiziert (Gilliam et al., 1990; Melki et al., 1990; Brzustowicz et al., 1990). Auf 
Chromosom 5q13 befinden sich zwei SMN Gene, das SMN1 Gen in telomerer 
Region und das SMN2 Gen in zentromerer Region als invertierte Duplikation des 
SMN1 Gens (Lefebvre et al., 1995). Die DNA-Sequenz der beiden Gene 
unterscheidet sich an 5 Positionen (Abbildung 3 [1; 2]). Entscheidend ist die 
Punktmutation auf Exon 7. Hierbei handelt es sich um einen Basentausch von 
Cytosin (SMN1) zu Tyrosin (SMN2) (Lefebvre et al., 1995). Dieser Basentausch 
hat zur Folge, dass bei einem Großteil der SMN2 Transkripte Exon 7 durch 
alternatives Spleißen aus der mRNA abgespalten wird (Abbildung 3 [4]). Fehlt 
Exon 7, bildet sich ein verkürztes SMN Protein (SMNΔ71; Abbildung 3 [6]). 
(Lefebvre et al., 1995; Gennarelli et al., 1995; Lorson et al., 1999; Monani et al., 
1999). Das verkürzte SMNΔ7 Protein zeigt Veränderungen im C-Terminus. 
(Gennarelli et al., 1995). Dadurch fehlt die entscheidende Domäne, die es dem 
Protein ermöglicht, sich selbst zu Oligomeren zusammenzulagern oder an 
andere Proteine zu binden (Lorson et al., 1998). Die Stabilität des SMNΔ7 
 
1 SMNΔ7 = Survival motoneuron delta 7 (ohne Exon 7) 
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Proteins wird reduziert und intrazelluläre Abbauprozesse werden beschleunigt 




Abbildung 3: SMN: Gene, Transkripte und Proteine im gesunden Organismus 
Unter physiologischen Verhältnissen besitzt ein Mensch zwei SMN Gene, die sich nur 
durch wenige Punktmutationen unterscheiden. Das telomere SMN Gen (SMN1) bildet 
ein stabiles und voll funktionsfähiges SMN Protein. Beim zentromeren SMN Gen (SMN2) 
kommt es über alternatives Spleißen bei einem Großteil der Transkripte zu einem Verlust 
des Exons 7 und dadurch zu einem verkürzten und instabilen SMN Protein (SMNΔ7). 
(Eigene Abbildung) 
 
Patienten mit spinaler Muskelatrophie weisen Mutationen im SMN1 Gen oder den 
fast vollständigen Verlust des SMN1 Gens auf (Cobben et al., 1995; Bussaglia et 
al., 1995; Chang et al., 1995; Lefebvre et al., 1995; Rodrigues et al., 1995; 
Velasco et al., 1996). Liegt also eine Störung oder ein Verlust des SMN1 Gens 
vor, so ist nur noch der geringe Anteil des SMN2 Transkripts, der sich dem 
alternativen Spleißen entziehen kann, in der Lage, ein voll funktionsfähiges SMN 
Protein zu bilden. Diese geringe Menge (10-20%) des voll funktionsfähigen SMN 
Proteins reicht aber für eine adäquate Entwicklung der Motoneurone nicht aus. 
In der Folge entsteht die spinale Muskelatrophie. Die unterschiedlichen 
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Schweregrade der SMA korrelieren dabei direkt mit der Kopienzahl des SMN2 
Gens (Lefebvre et al., 1997; Vitali et al., 1999).  
 
2.2.3 Tiermodelle 
In der Maus wurde ein dem menschlichen SMN Gen zu 82% identisches Gen auf 
Chromosom 13 identifiziert. Dieses Gen entspricht dem humanen SMN1 Gen 
und zeigt kein alternatives Splicing. Das murine Gen liegt im Gegensatz zum 
menschlichen SMN Gen nicht dupliziert, sondern nur einfach vor (Viollet et al., 
1997, DiDonato et al., 1997). Wird das murine SMN Gen auf beiden Allelen der 
Maus inaktiviert, resultiert daraus ein nicht überlebensfähiger Embryo und in der 
histologischen Aufarbeitung zeigt sich massiver embryonaler Zelltod (Schrank et 
al., 1997). Daraufhin wurde ein transgenes Mausmodell entwickelt, das auf 
Grundlage eines murinen homozygoten Smn Knockouts zusätzlich das 
menschliche SMN2 Gen exprimiert (Smn-/-;SMN2tg). Die transgenen Smn-/-
;SMN2tg Mäuse produzieren durch das zusätzliche menschliche SMN2 Gen 
geringe Mengen des für das Überleben notwendigen SMN Proteins in voller 
Länge. Das Überleben der transgenen Smn-/-;SMN2tg Mäuse ist dabei ebenfalls 
abhängig von der Kopienzahl des SMN2 Gens. Mäuse, die nur eine Kopie des 
SMN2 Gens enthalten, werden entweder tot geboren oder sterben innerhalb der 
ersten 12 Stunden nach der Geburt, während Mäuse mit bereits zwei SMN2-
Kopien schon durchschnittlich 6 Tage überleben (Monani et al., 2000). Die 
Pathologien im Rückenmark und im Skelettmuskel der Smn-/-;SMN2tg Mäuse 
ähneln dem Bild der menschlichen SMA Typ 1 Erkrankung (Hsieh-Li et al., 2000).   
Mit dem Smn-/-;SMN2tg Mausmodell wurde die Grundlage für die Entwicklung 
weiterer Mauslinien geschaffen, die mildere Formen der SMA repräsentieren. Ein 
Beispiel ist die transgene Smn-/-;SMN2tg;SMNΔ7 Mauslinie. Für diese Mauslinie 
wurden transgene Mäuse entwickelt, die das SMN2 Protein ohne Exon 7 
(SMNΔ7) exprimieren und mit Mäusen gekreuzt, die genetisch eine schwere 
Form der SMA aufweisen (Le et al., 2005). Die Menge des SMNΔ7 Proteins steigt 
so zusätzlich an. Das Überleben der Smn-/-;SMN2tg;SMNΔ7 Mäuse beträgt im 





Bei der spinalen Muskelatrophie kommt es durch den Verlust des SMN Proteins 
zur Degeneration der Motoneurone. SMN ist ein Protein mit einer Länge von 294 
Aminosäuren und einer molekularen Masse von 40 kDa, das ubiquitär exprimiert 
wird und sich sowohl im Zellkern aber hauptsächlich im Zytoplasma befindet 
(Lefebvre et al., 1995). Für das SMN Protein wurde eine Funktion bei Spleiß-
Prozessen der Zelle beschrieben (Liu et al., 1997; Young et al., 2000). Das SMN 
Protein lagert sich dabei mit snRNA2 und Binde-Proteinen zu einem Komplex 
zusammen, wird in den Zellkern geschleust und bildet dort Oligomere in 
nukleären Mikrostrukturen (Liu & Dreyfuss, 1996; Paushkin et al., 2002). 
Reduziert sich die Menge des SMN Proteins oder verändert sich dessen Struktur 
durch eine Mutation in der DNA (SMNΔ7 Protein), folgt daraus die fehlerhafte 
Zusammensetzung der SMN Komplexe und es entstehen Defizite beim Spleißen 
(Pellizzoni et al., 1998; Winkler et al., 2005). 
Da es sich beim SMN Protein aber um ein Protein handelt, das in allen Zellen 
des Körpers vorkommt, stellt sich die Frage, warum bei Verlust des SMN Gens 
zu Beginn der Erkrankung ausschließlich Motoneurone betroffen sind. 
Motoneurone unterscheiden sich von anderen Zellen durch ihre komplexe 
Verbindung zur Muskelfaser. Es existieren demnach Konzepte, die sich neben 
der Beteiligung beim Spleißen auch auf mögliche Zusatzfunktionen des SMN 
Proteins speziell in Motoneuronen konzentrieren. Diese Konzepte beschäftigen 
sich mit Vorgängen während des axonalen Transports oder mit der Verbindung 
zwischen dem distalen Motoneuron und der Muskelfaser. Da bei SMA Patienten 
massive Störungen der neuromuskulären Endplatte und somit auch der 
Neurotransmission vorliegen, wurde der Verdacht geäußert, dass es sich bei der 
spinalen Muskelatrophie um eine Erkrankung handelt, die vom distalen 
Motoneuron ausgeht (Pinter et al., 1995; Braun et al., 1995). Für diese Theorie 
spricht zum Beispiel, dass die Motoneurone bei der SMA ähnliche Pathologien 
aufweisen wie Motoneurone nach einer Axotomie, einer extern herbeigeführten 
traumatischen Unterbrechung des distalen Axons (Crawford & Pardo, 1996). 
SMA Motoneurone zeigen außerdem eine selektive Reduktion von β-Aktin im 
 
2 snRNA = small nuclear ribonucleic protein 
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Wachstumskegel (Rossoll et al., 2003). β-Aktin zählt zu den Bestandteilen des 
Zytoskeletts, die für die Ausbildung der neuromuskulären Endplatte 
verantwortlich sind (Moradi et al., 2017). Bei der SMA handelt es sich also am 
ehesten um eine Differenzierungsstörung des distalen Axons. 
Bei der SMA wurden Defizite bei Motoneuronen im Bereich des distalen Axons 
und der neuromuskulären Endplatte festgestellt. So konnte gezeigt werden, dass 
Störungen bei der Clusterbildung bestimmter Kalziumkanäle vorliegen (Jablonka 
et al., 2007; Tejero et al., 2016). Die SMA Motoneurone zeigen eine Reduktion 
spontaner Kalziumtransienten, was verdeutlicht, dass die Erregbarkkeit der SMA 
Motoneurone eingeschränkt ist (Jablonka et al., 2007). 
 
2.2.5 Behandlungsstrategien 
Anhand der genetischen Grundlage der proximalen SMA wurden verschiedene 
therapeutische Ansätze entwickelt, die direkt an der DNA ansetzen oder indirekt 
in den Transkriptionsprozess des SMN Gens eingreifen. Der Vorschlag, das 
fehlende SMN1 Gen von extern zu ersetzen, wurde mithilfe eines SMN1 
Gentransfers über einen AAV Lentivirus realisiert (Azzouz et al., 2004). Der 
Gentransfer führte in einem SMA Mausmodell bereits zu einem drastischen 
Anstieg der Lebenserwartung und zu einer vollständigen Wiederherstellung aller 
motorischen Funktionen (Dominguez et al., 2011). Aktuell befinden sich die 
Anwendungen eines lentiviralen SMN1 Gentransfers in klinischen Phase-drei 
Studien (NCT03461289; NCT03505099). 
Andere Ansätze verfolgen das Ziel, die Entfernung von Exon 7 aus dem SMN2 
Transkript zu verhindern, sodass trotz fehlendem SMN1 Gen mehr SMN Protein 
in voller Länge produziert wird. Es existieren dazu bereits zelleigene RNA-
bindende Proteine, die das alternative Spleißen hemmen oder aktivieren. Die 
Proteine binden an spezifische splicing enhancer oder splicing silencer 
Sequenzen auf der mRNA. Diese spezifischen Sequenzen auf der mRNA lassen 
sich durch Antisense-Oligonukleotide (ASO) blockieren. Es wurde eine splicing 
silencer Sequenz im SMN2 Transkript (ISS-N1) entdeckt, die dazu beiträgt, dass 
Exon 7 aus dem SMN2 Transkript abgespalten wird (Singh et al., 2006). Wird 
diese ISS-N1 von einem entsprechenden Antisense-Oligonukleotid blockiert, 
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können die RNA-bindenden Proteine nicht mehr an die ISS-N1 Sequenz binden 
und Exon 7 aus der mRNA schneiden. Exon 7 bleibt somit im SMN2 Transkript 
erhalten und es bildet sich das SMN Protein in voller Länge (Hua et al., 2008; 
Hua & Krainer, 2012). Diese Entdeckung war die Grundlage für die Entwicklung 
des Wirkstoffs Nusinersen (Spinraza®), der seit 2016 für die Therapie der 
spinalen Muskelatrophie auf dem Markt zugelassen ist. Die Behandlung mit 
ASOs zeigt nicht nur eine vollständige Wiederherstellung der SMN Proteinmenge 
in der Zellkultur, sondern führt sowohl im Mausmodell als auch in klinischen 
Studien zu einem deutlichen Rückgang der Symptomatik und zu einer 
Verbesserung der Gesamtprognose (Porensky et al., 2012; Finkel et al., 2017).  
 
2.2.6 SMARD1 als Sonderform 
Die SMARD13 oder distale spinale Muskelatrophie 1 (DSMA1) wird ebenfalls zu 
den spinalen Muskelatrophien gezählt, zeigt im Vergleich zur proximalen SMA 
jedoch Unterschiede in Genetik und klinischem Bild. Frühsymptome sind eine 
intrauterine Wachstumsstörung, ein niedriges Geburtsgewicht und Deformitäten 
der Füße (Grohmann et al., 2003; Pitt et al., 2003). Bereits wenige Monate nach 
der Geburt entwickelt sich eine progressive Muskelschwäche mit ausgeprägter 
Beteiligung des Zwerchfells, was eine Langzeitbeatmung erforderlich macht 
(Eckart et al., 2012). Im Gegensatz zur proximalen SMA sind die Paresen 
überwiegend distal und an der unteren Extremität (Kaindl et al., 2008).  
Der SMARD1, als eigenständige Form der spinalen Muskelatrophien, liegt eine 
Mutation im IGHMBP2 Gen zugrunde, welches für eine Helikase kodiert (Cox et 
al., 1998; Grohmann et al., 2001). Obwohl die klinische Erscheinung bei der 
SMARD1 Erkrankung ausgeprägter ist als bei der proximalen SMA (siehe Kapitel 
1.2.1), zeigen die Motoneurone aus dem SMARD1 Mausmodell (Nmd2J) in vitro 
deutlich weniger Auffälligkeiten (Grohmann et al., 2004; Surrey et al., 2018). 
Histologisch konnte nachgewiesen werden, dass die Mutation im IGHMBP2 Gen 
zu geschwollenen Axonen und zu einer abnormalen Struktur der 
neuromuskulären Endplatten führt (Diers et al., 2005). In einer weiteren Arbeit 
wurde indes beobachtet, dass die Degeneration der Motoneurone zwar ein 
 
3 SMARD1 = spinal muscular atrophy with respiratory distress type 1 
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frühes Event in der Pathogenese der SMARD1 Erkrankung darstellt, dass jedoch 
die neuromuskulären Endplatten an diesem Vorgang nicht unmittelbar beteiligt 




























3. Zielsetzung  
Der Differenzierungsdefekt an der neuromuskulären Endplatte gilt als eine 
Ursache für die zelluläre Degeneration der Motoneurone bei der spinalen 
Muskelatrophie (Rossoll et al., 2003; Jablonka et al., 2007, Riuz et al., 2010; 
Torres-Benito et al., 2011; Riuz & Tabares, 2014; ). Eine der wichtigsten 
Ansatzpunkte für diesen Differenzierungsdefekt sind die N-Typ (Cav2.2) und PQ-
Typ (Cav2.1) spannungsabhängigen Kalziumkanäle im Wachstumskegel und im 
präsynaptischen Bereich der Endplatte der SMA Motoneurone. Von diesen 
Kalziumkanälen scheint insbesondere der N-Typ (Cav2.2) Kanal auch für die 
Embryonalentwicklung von Bedeutung zu sein (Westenbroek et al., 1998). Die 
folgenden Teile dieser Doktorarbeit beschäftigen sich zum einen mit der 
Modulation des N-Typ Kalziumkanals und die Auswirkung auf spontane 
Kalziumtransienten und die Differenzierung von Smn-defizienten primär 
kultivierten Motoneuronen. Zur Modulation der Kalziumkanäle wurde die 
Substanz R-Roscovitine verwendet, die an die Kalziumkanäle bindet und deren 
Öffnungszustände moduliert, indem es die Deaktivierung und damit die 
Schließung der Kanäle verlangsamt. Weiterhin soll untersucht werden, ob  
neurotrophe Faktor ebenfalls einen Einfluss auf spontane Kalziumtransienten in 
primären Motoneuronen haben. Als letzter Punkt wurde adressiert, ob primäre 
Motoneurone eines Mausmodells für spinale Muskelatrophie mit Ateminsuffizienz 
(SMARD1) ähnlich den SMA Motoneuronen einen Defekt der spontanen 
Kalziumeinströme zeigen. 
 
Es ergibt sich somit folgende Hypothese: Die Gabe des Kalziumkanalagonisten 
R-Roscovitine verbessert das Differenzierungsverhalten der SMA Motoneurone, 
indem es den Kalziumeinstrom am Wachstumskegel der SMA Motoneurone 
verbessert. Die Parameter, die im Rahmen dieser Hypothese betrachtet werden, 
beziehen sich sowohl auf morphologische Aspekte (Axonlänge) als auch auf 
funktionelle Eigenschaften der Motoneurone (spontane Kalziumtransienten). Des 
Weiteren wird thematisiert, durch welchen zellulären Mechanismus der Effekt von 
R-Roscovitine zustande kommt. Um zu unterscheiden, welcher Angriffsort von R-
Roscovitine für die Verbesserung der Motoneuronentwicklung verantwortlich ist, 
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werden zusätzlich Substanzen getestet, die ausschließlich eine Wirkung am 
Cav2.2 Kalziumkanal oder an Cdk5 aufweisen. Hierzu zählen der Cdk5 Inhibitor 
S-Roscovitine, der Cav2.2 Agonist GV-58 und der spezifische Cav2.2 Antagonist 
ω-Conotoxin.  
Die Entwicklung der Motoneurone wird durch die neurotrophen Faktoren BDNF, 
CNTF und GDNF gefördert. Dabei ist jedoch unklar, über welche Mechanismen 
die neurotrophen Faktoren am Wachstumskegel zur Differenzierung beitragen. 
In den folgenden Versuchen soll deshalb die Frage beantwortet werden, ob und 
in welchem Ausmaß die neurotrophen Faktoren BDNF, CNTF und GDNF einen 
Einfluss auf die spontanen Kalziumeinströme während der Differenzierung der 
Motoneurone haben. 
Im letzten Teil meiner Doktorarbeit habe ich untersucht, ob bei primären 
Motoneuronen aus einem SMARD1 Mausmodell ebenfalls eine reduzierte 
Frequenz von Kalziumtransienten vorliegt, vergleichbar den SMA Motoneuronen. 
Die Erkenntnisse dieser Untersuchungen könnten Rückschlüsse über die 





Abbildung 4: Schematisches Modell des Motoneuron Wachstumskegels 
Dargestellt ist ein Abschnitt der Zellmembran eines Motoneuron-Wachstumskegels. R-
Roscovitine bindet direkt an den Cav2.2 Kalziumkanal, wodurch der Kanal länger im 
geöffneten Zustand bleibt, was die Differenzierung der Motoneurone verbessert. Der 
Cav2.2 Kalziumkanal kann aber auch indirekt über neurotrophe Faktoren beeinflusst 
werden. (Bildquelle des Kalziumkanals aus Catterall et al., 2011) 
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C57Bl/6 Mauslinie      Charles River Animal  
        Facility 
CD-1 Mauslinie      Charles River Animal  
        Facility 
Cdk5-/- Mauslinie      Jackson Laboratories  
Nmd2J Mauslinie      Jackson Laboratories 
Smn-/-;SMN2tg  Mauslinie     Jackson Laboratories 
Smn-/-;SMN2tg;SMNΔ7 Mauslinie    Jackson Laboratories 
trkBTK-/- Mauslinie      Jackson Laboratories  
     
4.1.2 Chemikalien und Zusätze 
Agarose        Biozym 
Ammoniumpersulfat (APS)     Thermo Fisher Scientific 
Aqua bidestillata (Aqua bidest.)    DeltaSelect 
B-27-Supplement (50x)      Thermo Fisher Scientific 
Betaine (5 M)        Sigma-Aldrich 
Borsäure       AppliChem 
Bovines Serumalbumin (BSA)    Sigma-Aldrich 
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)   Chemicon Europe 
Bromphenolblau       Sigma-Aldrich 
Chelex        Biorad 
Chlorwasserstoffsäure (HCl)     Merck 
Ciliary neurotrophic factor (CNTF)    Institut für klinische   
        Neurobiologie, Universität  
        Würzburg 
Ω-Conotoxin (CTX)      Biotrend 
dATP, dTTP, dCTP, dGTP (dNTPs 10 mM)   MBI Fermentas 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Thermo Fisher Scientific 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)   Merck 
DNA-Marker (100 bp)      Fermentas 
Donkey Serum (DS)      EMD Millipore 
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Essigsäure       Merck 
Ethidiumbromid      Merck 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)    Sigma-Aldrich 
Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)  Promega 
Glucose       Merck 
GlutaMAXTM-I (500 µM)     Thermo Fisher Scientific  
Glycerin       Merck 
Glycin        Merck 
GV-58        Adipogen ManRos   
        Reagents 
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)   Sigma-Aldrich 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-   Sigma-Aldrich 
ethansulfonsäure (HEPES)      
Horse serum (hitzeinaktiviertes Pferdeserum)  Linaris 
Isopropanol       Merck 
Kaliumchlorid (KCl)      Merck 
Kalziumchlorid (CaCl)     Merck 
L-Alanyl-L-Glutamin (GlutaMAXTM-I)   Thermo Fisher Scientific 
Laminin-111 (Purified human Laminin)   Thermo Fisher Scientific 
Laminin-221/211 (Purified human Merosin)   EMD Millipore 
Magnesiumchlorid (MgCl2)     Merck 
Mercaptoethanol      Merck 
Methanol       Merck 
Milchpulver        Roth 
Mowiol        Sigma-Aldrich 
Natriumchlorid (NaCl)     Merck 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)   Merck 
Natriumhydroxid (NaOH)     Merck 
Natriumlaurylsulfat (SDS)     Merck 
Neurobasal (NB)      Thermo Fisher Scientific 
Oregon Green 488 BAPTA-1, AM-Ester (OGB)  Thermo Fisher Scientific 
P75NTR Antikörper (p75)     Biosensis 
Paraformaldehyd (PFA)     Merck 
Phosphate Buffered Saline (PBS)    Thermo Fisher Scientific 
Pluronic F-27        Thermo Fisher Scientific 
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Polyacrylamid (40%)      Biorad  
Poly-DL-Ornithin-Hydrobromid (Polyornithin)  Sigma-Aldrich 
Polyoxyethylene-sorbitane-monolaurate (Tween-20) Sigma-Aldrich 
Primer (100 pmol/µl)      Metabion   
Protein-Marker       Fermentas  
R-Roscovitine       Calbiochem 
Sacrosyl       Sigma-Aldrich 
S-Roscovitine       Calbiochem 
Standard Taq Reaction Buffer (10x)    5‘ Prime 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)    Merck 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)    Merck 
TritonX-100 (0,3%)      Sigma-Aldrich 
Trypsin       Worthington  
Trypsin-Inhibitor      Sigma-Aldrich 
Western Blotting Detection Reagent    GE Healthcare  
Xylencyanol       Sigma-Aldrich 
 
4.1.3 Medien, Puffer und Lösungen  
Agarosegel (2%)     2 g Agarose-Pulver in 100 ml TAE (1x)  
Blocking-Lösung (Immunzytochemie) 1 ml BSA (2%), 500 µl DS (10%), 3500 µl  
      TBS-T (1x) 
Blocking-Lösung (Western Blot)  2,5 g Milchpulver (5%), 50 ml TBS-T (1x) 
Borat-Puffer (0,15 M)    9,27 g Borsäure, 1 l Aqua bidest., pH 8,35 
Calcium Imaging Puffer    NaCl (135 mM), MgCl2 (1 mM), HEPES  
      (10 mM), CaCl2 (1 mM), KCl (6 mM),  
      Glucose (5,5 mM) 
Ω-Conotoxin (0,3 mM)   0,5 mg ω-Conotoxin, 631,5 µl HBSS  
Depolarisationslösung    1,1184 g KCl (30 mM), 4 g NaCl (0,8 %),  
      500 ml Aqua bidest. 
Elektrophoresepuffer (10x)   30,3 g TRIS, 144 g Glycin, 10 g SDS, 1 l  
      Aqua bidest. 
GV-58 (10 mM)    1 mg GV-58, 267 µl DMSO 
HEPES-Lösung (1M)    23,83 g HEPES (1 M), 100 ml Aqua bidest. 
Ladepuffer (6x)       Glycerin (30%), Xylencyanol (0,25%),  
      Bromphenolblau (0,25%), TAE (1x)   
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Lämmli-Puffer (2x)    4,8 ml TRIS-HCl (1 M), 4,8 ml   
      Mercaptoethanol, 2 g SDS, 10 ml Glycerin,  
      40 mg Bromphenolblau 
Laminin Lösung    Laminin-221/211 (2,5 μg/ml), HBSS 
Lyse-Puffer     2,5 ml Sacrosyl (10%), 1 ml NaCl (5 M),  
      2,5 g Chelex (5%), 50 ml Aqua bidest. 
Motoneuron-Medium (MN)   1 ml Horse-Serum (2%), 1 ml B27-  
      Supplement (1:50), 48 ml Neurobasal 
Mowiol-Lösung    10 g Mowiol, 40 ml PBS, 20 ml Glycerin  
      pH 8,0 
Neurobasal-Lösung (NB)   495 ml Neurobasal, 5 ml GlutaMAXTM-I  
      (500 µM) 
OGB-Lösung (5 mM)    50 µg OGB, 8,9 µl Pluronic F-27/DMSO  
      (20%), Ultraschall-Wasserbad (3min)  
P75NTR Antikörper-Lösung   p75NTR-Antikörper (1:2000), Tris-Puffer  
      (10 mM) 
PFA-Lösung (4%)    40 g PFA, 410 ml Na2HPO4/2H2O, 90 ml  
      NaH2PO4/2H2O, 500 ml Aqua bidest. 
Pluronic F-27/DMSO (20%)   20 mg Pluronic F-27, 100 µl DMSO,  
      Thermomixer (37°C)  
PORN-H (1x)      500 μl Polyornithin (100 x), 50 ml Borat- 
      Puffer (0,15 M) 
R-Roscovitine (10 mM)   1 mg R-Roscovitine in 250 µl DMSO 
Sammelgelpuffer    TRIS (0,5 M), SDS (0,4%) pH 6,8 
S-Roscovitine (10 mM)   1 mg S-Roscovitine in 250 µl DMSO 
TAE (50x)      484 g TRIS (2 M), 114,2 ml Essigsäure  
      (1 M), 200 ml EDTA (0,5 M), 4 l Aqua  
      bidest., pH 8,0 
TBS-T (10x)      2,42 g TRIS (200 mM, pH 8), 8 g NaCl,  
      0,5 ml Tween-20 (1%), pH 7,6 
Transferpuffer (Towbin)   100 ml Elektrophoresepuffer (10x), 200 ml  
      Methanol, 700 ml Aqua bidest.  
Trenngelpuffer    TRIS (1,5 M), SDS (0,4%) pH 8,8  
Tris-Puffer (10 mM)    1 g TRIS-Pulver, 825 ml Aqua bidest.,  
      pH 9,5 
33 
 
Trypsin-Inhibitor-Lösung (1%)  500 mg Trypsin-Inhibitor, 1 ml HEPES  
      (1M), 49 ml HBSS, pH 7,3 
Trypsin-Lösung (1%)    2 g Trypsin-Pulver, 5 ml HEPES (1M),  
      200 ml HBSS, pH 7,3 
 
4.1.4 Enzyme 
Proteinase K (20 mg/ml)   Roche 
Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)  5‘ Prime 
 
4.1.5 Primer 
Sense SMN 201f 5‘ – CTG GAA TTC AAT ATG CTA GAC TGG CCT G – 3‘  
Antisense SMN wt 5‘ – AAT CAA TCT ATC ACC TGT TTC AAG GGA GTT G – 3‘  




Primärantikörper Verdünnung Typ Herkunft Referenz 
β-Aktin 1:500 Monoklonal Maus GeneTex 
Calnexin 1:1000 Polyklonal Gans Sicgen 
Cdk5 1:500 Monoklonal Maus 
Thermo Fisher 
Scientific 






P75NTR 1:10000 Polyklonal Maus BD Biosensis 
SMN 1:5000 Monoklonal Maus BD Biosensis 
Tau 1:1000 Polyklonal Kaninchen Sigma-Aldrich 
TrkB 1:1000 Polyklonal Kaninchen EMD Millipore 
Tabelle 2: Verwendete Primärantikörper 
 
Sekundärantikörper Verdünnung Spezifität Herkunft Referenz 





















1:10.000 Anti-Maus Gans Dianova  
Horseradish-
Peroxidase 
1:10.000 Anti-Maus Esel Dianova  
Tabelle 3: Verwendete Sekundärantikörper 
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4.1.7 Technische Geräte  
Eismaschine       Scotsman 
Elektrophoresekammer (Agarose)    PeqLab 
Elektrophoresekammer (SDS)    Bio-Rad 
Entwicklungsmaschine für Röntgenfilme (Curix 60)  AGFA  
Inkubator        Binder 
Floureszenzmikroskop Kamera IMAGO   TILL Photonics 
Floureszenzmikroskop Messstation Polychrom II  TILL Photonics 
Konfokales Mikroskop (BX51WI)    Olympus 
Konfokales Mikroskop (TCS SP2 und SP5)   Leica TCS  
LED Lichtquelle für Calcium Imaging   Visitron Systems 
Lichtmikroskop DMLB mit DFC 420 Digitalkamera  Leica 
Lichtmikroskop Primovert M60-2-0064    Zeiss  
NanoDrop Spektrometer 1000    PegLab 
Objektiv (40x LUMPlanFI/IR, 0,8 W)    Olympus  
pH-Meter (pH211)       Hanna Instruments 
Plattformschüttler Polymax 1040    Heidolph Instruments 
Präzisionswaage EW 2200     Kern und Sohn GmbH 
Präzisionswaage SAE 200     Bosch 
Rolera-XR Camera      Qimaging 
Stromgerät für Agarose-Gelelektrophorese    Bio-Rad  
(PowerPac HC)   
Stromgerät für SDS-Gelelektrophorese    Biometra 
(Power Pack P25 T) 
Thermocycler  Mastercycler     Eppendorf 
Thermomixer comfort      Eppendorf 
Ultraschall Wasserbad     Bandelin 
UV-Transluminator für Agarosegel     Intas 
Vortex Mixer GLW L46      Hartenstein 
Wasserbad       Memmert 
Western-Blot Transfersystem    Bio-Rad 
Zählkammer        Neubauer 
Zentrifuge 5417R      Eppendorf 
Zentrifuge Biofuge fresco      Thermo Scientific  




Aluminiumfolie      Roth 
Blotting-Papier      Bio-Rad 
Deckgläschen       Hartenstein 
Handschuhe       SensiCare Ice 
Glaspipetten (10 ml; 5 ml)     Hartenstein 
Objektträger (76x26 mm)     R. Langenbrinck 
Parafilm       Sarstedt 
Pipettenspitzen (1000 µl; 200 µl; 10 µl)   Sarstedt 
Präparationsbesteck (Scheren, Pinzetten, Skalpell) Dumont 
PVDF-Membran      Biorad 
Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)   Eppendorf 
Reaktionsgefäße für PCR     Sarstedt 
Röntgenfilm (13x18 cm Fujifilm Super RX)   Röntgen Bender  
Terralin Desinfektion      Schülke 
Zellkulturschalen (1-, 4-, 6-, 12-, 24-Well)   Greiner Bio-one 
Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml)    Greiner Bio-one 
 
4.1.9 Software 
Office 2016 Excel, Power Point, Word   Microsoft  
GraphPad Prism 5.0      San Diego, CA 
ImageJ       WS Rasband, US  
Leica LAS-AF lite       Leica 





Die Haltung der Tiere erfolgte in der zentralen Tierzuchteinrichtung des Instituts 
für Klinische Neurobiologie in Würzburg unter kontrollierten Bedingungen 
(Wasser- und Nahrungszufuhr, Temperatur 20-22°C, Luftfeuchtigkeit 55-65%, 
Hell/Dunkel-Zyklus 12:12 Stunden) nach den Vorgaben des Deutschen 
Tierschutzgesetzes (TierSchG) und der Association for Assessment and 
Accreditation of Laboratory Animal Care International (AAALAC) mit 
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Genehmigung des Veterinäramts der Stadt Würzburg und der Ethikkommission 
für Tierversuche der Regierung von Unterfranken. 
 
Wildtypische Mauslinien  
Für Versuche in Zusammenhang mit spinaler Muskelatrophie wurde das 
wildtypische CD-1 Mausmodell gewählt. Hier besteht eine genetische Ähnlichkeit 
zu dem FVB/NJ-Modell, das den Hintergrund für die SMA Mauslinien darstellt. 




Für die Experimente an primären Maus-Motoneuronen wurden embryonale 
Zellen aus dem transgenen Smn-/-;SMN2tg Mausmodell verwendet (Monani et al., 
2000). Für die in der Diskussion genannten Medikamententests im Tierversuch 
wurde das Smn-/-;SMN2tg;SMNΔ7 Mausmodell verwendet (Le et al., 2005; 
Grundlagen siehe 2.2.3 Tiermodelle). 
 
Cdk5 Mauslinie 
Die B6;129-Cdk5tm1Kul/J (Cdk5-/-) Mauslinie auf einem C57BL/6 Hintergrund weist 
einen vollständigen Knockout der Zyklin-abhängigen Kinase 5 (Cdk5) auf. 
Homozygote Tiere haben eine hohe perinatale Mortalität. Der Anteil homozygoter 
Cdk5-/- Tiere beträgt 9-19% pro Wurf bei heterozygoter Verpaarung. Lebend 
geborene Cdk5-/- Mäuse versterben innerhalb der ersten 12 Stunden nach der 
Geburt und zeigen eine gestörte laminäre Struktur des Kortex und eine 
pathologische neuronale Vakuolenbildung (Ohshima et al., 1996). 
 
TrkB Mauslinie 
Die trkBTK-/- (TrkB-/-) Mauslinie auf C57BL/6 Hintergund trägt eine Mutation im 
Abschnitt des TrkB Gens, der für die katalytische Domäne der Tyrosinkinase 
(gp14trkB) kodiert. Durch diese Mutation sind die Signalwege für BDNF und NT-
4 gestört. Homozygote Tiere zeigen zentrale und periphere neurologische 




Mäuse, die eine Nmd2J Mutation (Mauslinie B6.BKS-lghmbp2nmd-2J/+ auf C57BL/6 
Hintergrund) tragen, entwickeln eine voranschreitende Lähmung des gesamten 
Körpers mit Beginn an den hinteren Gliedmaßen. Es kommt zu Kontrakturen und 
starken Bewegungseinschränkungen. Das Gesamtüberleben der homozygoten 
Tiere ist im Vergleich zum Wildtyp eingeschränkt (Cook et al., 1995). 
 
3.2.2 Primäre embryonale Motoneuronen-Zellkultur 
Die zelluläre Grundlage der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente war die 
primäre Motoneuronenkultur aus individuellen Mausembryonen. Isolation, 
Anreicherung und in vitro Kultivierung primärer Motoneuronen basierte auf der 
Methode nach Wiese et al., 2010. 
 
Präparation 
Alle Experimente wurden mit Embryonal-Tag 12.5 (E12.5) trächtigen Mäusen 
durchgeführt. Das Töten der adulten Muttertiere wurde mit Hilfe einer zervikalen 
Dislokation durchgeführt, die Embryonen wurden aus dem Uterus des Muttertiers 
entnommen und von der jeweiligen Placenta abgelöst. Nach Abtrennung des 
Kopfes und des Schwanzes für die spätere Bestimmung des Genotyps wurde der 
Embryo in Bauchlage gedreht. Im Anschluss wurde die Haut an beiden Seiten 
entlang des Spinalkanals abgetragen und der lumbale Teil des Rückenmarkes 
herauspräpariert. Darauf folgte die Entfernung der Meningen und der 
Hinterwurzelganglien. Das Rückenmarkgewebe wurde mit 0,025%-igen Trypsin 
in HBSS für 10 min bei 37°C inkubiert und der eingeleitete Gewebeverdau mittels 
Zugabe von 0,1%-igem Trypsin-Inhibitor gestoppt. Blasenfreies Triturieren führte 




Unter der Sterilbank erfolgte nun die Anreicherung der Motoneurone aus dem 
präparierten Rückenmark über ein p75NTR Antikörper-Panning. Der p75NTR 
Antikörper bindet an den p75NTR Rezeptor, einen niedrig-affinen Rezeptor für 
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Neurotrophine, der sich zu diesem Entwicklungszeitraum vor allem auf der 
Oberfläche von Motoneuronen befindet (Wiese et al., 1999; siehe 2.1.4 
Neurotrophe Faktoren). Die Einzelzell-Suspensionen der Embryonen wurden 
jeweils in eine mit p75NTR Antikörper-beschichteten Zellkulturschale überführt und 
für 30 min bei Raumtemperatur (RT) erschütterungsfrei inkubiert. Im Anschluss 
erfolgte durch einen dreimaligen Waschvorgang mit Neurobasal-Lösung die 
Entfernung aller Zellen, die nicht an den Antikörper gebunden hatten. Eine 
Depolarisationslösung löste anschließend wieder die Bindung zwischen den 
Motoneuronen und dem p75NTR Antikörper. 
 
In vitro Kultivierung der Motoneurone 
Die durch das p75NTR Antikörper Panning angereicherten Motoneurone wurden 
im nächsten Schritt in Motoneuronmedium überführt, zentrifugiert und in der 
Neubauerzählkammer ausgezählt. Es wurden 2000-3000 Zellen pro cm2 auf 
vorher beschichteten Deckgläschen ausplattiert. Abhängig von den geplanten 
Experimenten erfolgte die in vitro Kultivierung für 5 (DIV5) oder 7 Tage (DIV7) in 
Motoneuronmedium bei 37°C und 5% CO2. Falls nicht anders angegeben, 
wurden die neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF jeweils in Konzentrationen 
von 10 ng/ml zu den Motoneuronenkulturen gegeben. Ein Mediumswechsel 
erfolgte alle zwei Tage. 
 
Beschichtungen 
Als erster Schritt wurden die Deckgläschen oder die Zellkulturschalen mit 5 mg/ml 
Poly-D/L-Ornithine Hydromid (Porn-H) gelöst in Boratpuffer für 60 min bei RT 
beschichtet und anschließend dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Eine 
weitere Beschichtung mit 2,5 µg/ml Laminin-111 oder Laminin-221/211 gelöst in 
HBSS erfolgte für 30 min bei RT. Vor der Überführung der Motoneurone auf die 








Gewinnung der DNA 
Zur Genotypen-Bestimmung der präparierten Embryonen wurden die 
entnommenen Gewebebiopsien mit 20 mg/ml Proteinase K in Lyse-Puffer für 
mindestens 30 min bei 55°C im Thermomixer verdaut und im Anschluss für 8 min 
bei 99°C aufgekocht, um den Enzymverdau abzustoppen. Durch Zentrifugation 
(5 min, 13.000 rpm) wurden die Zellüberreste von der flüssigen Phase, in der sich 
die DNA befand, getrennt. Es erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration 
mit dem NanoDrop Spektrometer. 
 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Pro Embryo wurde ein Ansatz für die PCR des SMA Wildtyps (Smn+/+,SMN2tg) 
und ein Ansatz für die PCR der SMA Mutante (Smn-/-,SMN2tg) vorbereitet. Beide 
Ansätze enthalten den sense primer (SMN 201f), aber unterschiedliche antisense 
primer jeweils in Konzentrationen von 100 nmol/µl. Den PCR Ansätzen wurden 
10-facher PCR-Puffer (1:10) und 10 mM dNTPs (1:50) hinzugefügt. Fünf molares 
Betain wurde zusätzlich zum Ansatz der SMA Wildtyp gegeben und beide 
Ansätze wurden mit destilliertem Wasser aufgefüllt. Es erfolgte die Zugabe der 
DNA in einem Verhältnis von 1:50. Unmittelbar vor Beginn der PCR wurde die 
hitzestabile Taq-DNA-Polymerase (5U/µl) hinzugefügt. Der Ansatz wurde im 
Vortex gemischt und anschließend abzentrifugiert, in den PCR-Cycler gegeben 
und das Programm für die Durchführung der PCR gestartet. Im ersten Schritt der 
PCR wurde die als Doppelstrang vorliegende DNA für 3 Minuten bei 94°C in 
Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Während der anschließenden 
Abkühlung auf 57°C waren die Primer nun in der Lage an den Einzelstrang zu 
binden (Annealing). Im nächsten Schritt lagerte sich bei 72°C die Taq-DNA-
Polymerase an den ersten Primer an und vervollständigte den DNA Einzelstrang 
bis zum Erreichen des zweiten Primers wieder zu einem Doppelstrang 
(Elongation). Es folgten 30 Zyklen Denaturierung (30 sec), Annealing (30 sec) 
und Elongation (90 sec), was die identische Vervielfältigung der durch die Primer 
flankierten DNA-Stücke ermöglichte. Den DNA Proben wurde ein farbiger 




In der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der amplifizierten 
DNA-Fragmente nach ihrer Größe. Hierfür wurde ein 2%-iges Agarosegel, in 
TAE-Puffer gelöst und mit 0,5 mg/ml Ethidiumbromid versetzt, hergestellt. Im 
Anschluss wurden die DNA Proben in jeweils eine Geltasche beladen. Die 
Auftrennung erfolgte mittels Gleichstrom bei 100 V für 30 min unter Sichtkontrolle 
des farbigen Laufpuffers. Die Identifikation der DNA Fragmente wurde mit Hilfe 
eines DNA-Markers durchgeführt. Unter einem UV-Licht Generator wurden die 
aufgetrennten DNA-Fragmente auf dem Agarosegel sichtbar. Bei der PCR des 
SMA Wildtyps zeigte sich eine Bande bei 879 Basenpaaren (bp), bei der PCR 
der homozygoten SMA Mutante zeigte sich eine Bande bei 600 bp. Ein Embryo 
mit heterozygotem Genotyp zeigte sowohl eine Bande in der wildtypischen PCR 




Abbildung 5: Genotypisierung des SMA Mausmodells 
Amplifizierte DNA-Fragmente werden in einer Agarose-Gelelektrophorese sichtbar 
gemacht. Links: DNA Marker (M), Mitte: PCR des SMA Wildtyps (Smn+/+,SMN2tg) mit 
einer Bande bei 879 bp, Rechts: PCR der SMA Mutante (Smn-/-,SMN2tg) mit einer Bande 
bei 600 bp.  
 
 
4.2.4 Überlebensanalyse primärer Motoneurone 
Um das Überleben der primären Motoneurone zu bestimmen, wurde die 
durchschnittliche Zahl der Motoneurone an Tag 1, 4 und 7 in einem Zählraster 
aus vier zufällig gewählten Gesichtsfeldern ermittelt. Die Zellzahl an Tag 1 wurde 
mit 100% festgelegt. 
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4.2.5 Immunzytochemie primärer Motoneurone 
Die Durchführung der Immunzytochemie primärer Motoneurone orientierte sich 
an Rossoll et al., 2003. Nach DIV5 oder DIV7 Zellkultur wurden die 
Motoneuronen mit vorgewärmten PBS gewaschen und für 20 Minuten bei 
Raumtemperatur mit PFA (4%) fixiert. Im Anschluss wurde das PFA entfernt und 
durch PBS ersetzt. Wurde als Primärantikörper β-Aktin verwendet, folgte nun 
eine zusätzliche Behandlung mit TritonX-100 (0,3%) für weitere 20 Minuten bei 
Raumtemperatur, woran sich 3-maliges Waschen mit TBS-T anschloss. Die 
Deckgläschen mit den fixierten Zellen wurden für eine Stunde mit Blocking-
Lösung behandelt, um unspezifische Antikörperbindungsstellen abzusättigen. 
Danach wurden die Zellen mit den primären Antikörpern in 1%-iger BSA-Lösung 
über Nacht bei 4°C inkubiert (Tabelle 2 siehe 4.1.6). Am darauffolgenden Tag 
wurden die Deckgläschen dreimalig mit TBS-T gewaschen. Es folgte die 
lichtgeschützte, einstündige Inkubation mit den Sekundärantikörpern in 1%-iger 
BSA-Lösung (Tabelle 3 siehe 4.1.6). Nach 3 weiteren Waschvorgängen mit TBS-
T wurden die Deckgläschen mit erwärmten Mowiol auf Objektträgern fixiert. Die 
gebundenen Antikörperkomplexe auf den Oberflächenstrukturen der 
Motoneurone wurden mit einem konfokalen Floureszenzmikroskop dargestellt. 
Die Signalintensität wurde als quantal level per pixel (QL) definiert und mit Hilfe 
der Leica Software ausgewertet. 
 
4.2.6 Morphologische Zielgrößen 
Morphologische Parameter dienen der Einschätzung des Entwicklungszustands 
eines Motoneurons. Es wurde die Axonlänge des Motoneurons als Parameter 
ausgewählt. Für die Ermittlung der Axonlängen wurden die Motoneuronen für 7 
Tage kultiviert, mit PFA (4%) fixiert und im Anschluss immunzytochemisch gegen 
das Zytoskelett-Protein Tau angefärbt und unter dem konfokalen Floureszenz-







4.2.7 Calcium Imaging 
Grundlagen 
Um den Kalziumstrom über der Zellmembran zu messen, wurde der 
Kalziumindikator Oregon Green (OG) verwendet. In seiner ursprünglichen Form 
liegt OG als lipophiler, Kalzium-insensitiver Acetoxylester (AM-Ester) vor. Die 
lipophile Eigenschaft ermöglicht der Substanz den Durchtritt durch die 
Zellmembran. In der Zelle spalten Esterasen den AM-Ester des OGs ab. Das OG 
wird dadurch hydrophil und in der Zelle festgehalten. Nach Abspaltung des AM-
Esters ist das OG in der Lage, Kalziumionen zu binden und Fluoreszenzlicht bei 
520 nm zu emittieren. Kommt es zu einer simultanen Öffnung von 
Kalziumkanälen, zeigt der OG/Kalzium Komplex eine Fluoreszenzänderung an 
der Zellmembran an (Grienberger & Konnerth, 2012). Mithilfe dieser Technik 




Etwa 3000 Motoneurone wurden pro Bedingung auf Deckgläschen mit PORN-H 
und Laminin-221/211 Beschichtung für 5 Tage in Motoneuronenmedium bei 37°C 
und 5% CO2 kultiviert. Für die Herstellung des Indikators Oregon Green 488 
BAPTA-1 (OGB) wurde OGB mit einer 20%-igen Pluronic F-27 / DMSO Lösung 
versetzt und anschließend 2 Minuten in einem Ultraschallbad homogenisiert. 
Unter Licht- und Feuchtigkeitsschutz erfolgte die Lagerung der OGB-Lösung in 
0,5 µl Aliquots bei -20°C. Vor Beginn der Messungen wurden die Zellen in OGB-
Lösung und Calcium Imaging Puffer im Verhältnis von 1:1000 für 13 Minuten bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. 
 
Durchführung 
Die Deckgläschen wurden anschließend in eine mit 2 ml Calcium Imaging Puffer 
gefüllte, beheizte Zellkulturschale (37°C) überführt. Die Durchführung der 
Messung erfolgte an einem konfokalen Mikroskop unter der Verwendung eines 
40er Objektivs. Eine Kamera erzeugte mit einer Frequenz von 2,5 Hz via Time-
Lapse-Imaging Einzelbildaufnahmen (Expositionszeit: 400 ms; Binning 2), die in 
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Echtzeit unter der StreamPix software angezeigt werden konnten. Eine LED 
Lichtquelle bestrahlte die Zellen kontinuierlich mit 470 nm. Die Filtereinstellungen 
waren: Exzitation 482 ± 35 nm, dichroitischer Filter 506 nm, Emissionsfilter 536 
± 40 nm. Für die Aufnahmen nach Langzeit-Exposition wurden pro Messung 500, 
für die Puls-Experimente pro Messung 1000 Einzelaufnahmen (Frames) gewählt. 
 
BDNF Puls-Applikation 
Die Motoneurone wurden 4 Tage mit BDNF (1 ng/ml) und CNTF (1 ng/ml) 
behandelt und anschließend gründlich mit Neurobasal gewaschen. Darauf folgte 
eine 24-stündige Phase ohne BDNF (Motoneuronenmedium mit 1 ng/ml CNTF). 
Für einen Direkt-Vergleich wurde zunächst ein ausgewählter Mikroskop-
Ausschnitt mit Motoneuronwachstumskegeln ohne Behandlung für 4 Minuten 
gemessen. Es folgte die Gabe von 1 ng/ml BDNF. Nach einer Inkubationszeit von 
2 Minuten wurde die Messung desselben Mikroskopausschnitts wiederholt. 
 
Auswertung 
Die Auswertung der Calcium Imaging Ergebnisse erfolgte über die ImageJ 
Software. Jede Messung mit jeweils 500 oder 1000 Einzelaufnahmen wurde als 
AVI Videodatei registriert und in das Programm eingespielt. Die Tools Intensity 
vs Time Moniter und Time Series Analyzer V2.0 ermöglichten eine graphische 
Darstellung der Intensität pro Zeit (Frames) für jede Region des Videos (ROI = 
region of interest). Es wurde zunächst ein Hintergrundbereich für die Bestimmung 
der Grundaktivität (Baseline) ausgewählt, danach folgten die definierten 
Regionen der Wachstumskegel aller sich auf dem Sichtfeld befindlichen 
Motoneurone. Es wurden alle Spikes einzeln gezählt und deren Frequenz pro 
Bedingung bestimmt. Ein Spike wurde definiert als Anstieg der Intensität um mehr 
als das Doppelte der für diesen Bildbereich geltenden Baseline-Schwankung. 
Zudem musste beachtet werden, dass der Anstieg der Intensität steil erfolgte, 
nicht in ein Plateau mündete und kein gleichzeitiger negativer Ausschlag an der 
Stelle vorlag. Das Auftreten von Artefakten wurde bei der Analyse der Spikes 
berücksichtigt. Dazu zählten äußere Lichteinflüsse, Lageveränderungen des 
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Deckgläschens in der Kammer, Bleichungseffekte, Aufnahmen außerhalb des 
Kamerafokus und interzellulärer Aktivitätsübertragungen.  
 
4.2.8 Western Blot 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Für die SDS-PAGE und den späteren Western Blot wurden 30.000 – 50.000 
Motoneurone pro Bedingung ausplattiert. An DIV5 wurde das Medium entfernt 
und die Motoneuronen mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 2x Lämmli-
Puffer lysiert und anschließend für 5 min bei 99°C aufgekocht. Die Proteinlysate 
wurden auf ein 1 mm dickes Polyacrylamidgel geladen, das aus einem 5%-igen 
Sammelgel und einem 10%-igen Trenngel bestand und bei konstanten 20 mA 
(Sammelgel) oder 27 mA (Trenngel) bei 4°C nach ihrer Protein-Größe 
aufgetrennt wurden. Ein vorgefärbter Proteinmarker diente als Referenzwert und 
wurde zusätzlich aufgetragen.  
 
Semi-dry Western-Blot 
Durch den anschließenden Western Blot wurden die nach der Größe 
aufgetrennten Proteine von dem Gel auf eine PVDF-Membran übertragen. Dazu 
wurde Blotting-Papier in Transferpuffer getränkt und auf die untere Blot-Elektrode 
gelegt. Die PVDF Membran wurde zunächst für 2 min in Methanol aktiviert, dann 
im Transferpuffer äquilibriert und auf dem Blotting-Papier platziert. Das Trenngel 
wurde vom Sammelgel abgelöst und vorsichtig aus der Elektrophoresekammer 
gehoben, ebenfalls im Transferpuffer äquilibiert und auf die PVDF Membran 
gelegt. Es folgte eine weitere Schicht mit in Transferpuffer getränktem Blotting-
Papier. Mögliche Luftblasen wurden durch Walzen entfernt. Der Deckel wurde 
verschlossen und der Western Blot für 3 Stunden bei 5 Volt, 3 Amper und 300 
Watt gestartet. 
 
Blocking und Antikörper 
Die PVDF-Membran wurde aus der semi dry Western-Blot-Kammer entnommen 
und für eine Stunde bei RT in 5%-iger fettarmer Milch in TBS-T gelöst sanft 
geschwenkt. Die Membran wurde mit den entsprechenden Primärantikörpern in 
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5%-iger fettarmer Milch in TBS-T gelöst über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am 
darauffolgenden Tag folgten 3 Waschschritte mit TBS-T (1x) à 10 Minuten bei 
Raumtemperatur. Anschließend wurde die Membran eine Stunde mit 
Sekundärantikörperlösung in 5%-iger fettarmer Milch in TBS-T gelöst bei RT 
inkubiert. Unter Lichtausschluss wurde ECL-Lösung auf die Membran gegeben. 
Es folgte die Entwicklung der Chemilumineszenz-Signale auf einem Röntgenfilm. 




Als Statistikprogramm zur Auswertung wurde GraphPad Prism 5 verwendet. Die 
absolute Zahl der Einzelmessungen wurde als N definiert, die Zahl unabhängig 
voneinander durchgeführter Versuche als n. Falls nicht anders angegeben, 
wurden pro Experiment 5 Versuchsreihen durchgeführt, sowie die 
Gesamtergebnisse als Säulendiagramme dargestellt, die den Mittelwert (MW) 
und die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) repräsentierten. Für die 
statistische Auswertung wurde zunächst der d’Agostino Pearson Normality Test 
durchgeführt. Handelte es sich um normal verteilte Werte (Gauß-Verteilung), 
wurde der one-way ANOVA mit Tukey’s post hoc Analyse angewandt, bei nicht-
normal verteilten Werten der Kruskall-Wallis Test mit Dunn’s Multiple 
Comparison Post-Hoc Test. Signifikanzen wurden in den Abbildungen als 












5. Ergebnisse  
 
5.1 Der Einfluss von R-Roscovitine auf das Überleben und die Differenzie-
rung von Motoneuronen aus einem Mausmodell für SMA Typ 1 
 
5.1.1 Der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von R- und S-Rosco-
vitine auf das Überleben wildtypischer Motoneurone 
Da Roscovitine vor allem als Cdk Inhibitor bekannt ist, beruhen die Erfahrungen 
mit Roscovitine in der Zellkultur hauptsächlich auf Tumorzelllinien. Dabei lagen 
die verwendeten Konzentrationen für Zellen des Kolon-, Mamma-, oder 
kleinzelligen Lungenkarzinoms zwischen 15 und 50 µM R-Roscovitine (Lacrima 
et al., 2005; Raynaud et al., 2005; Wesierska et al., 2005; Schutte et al., 1997).  
Vor Beginn des Einsatzes von Roscovitine in der primären Motoneuron-Zellkultur 
wurden deshalb verschiedene Konzentrationen von R- und S-Roscovitine auf das 
Überleben von Motoneuronen aus dem wildtypischen C57BL/6 Mausmodell 
getestet4. Die Zellen wurden für sieben Tage unter dem kontinuierlichen Einfluss 
der neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF auf Laminin-221/211 kultiviert. Dazu 
wurden in Konzentrationsreihen mit R- und S-Roscovitine die Zellzahlen der 
überlebenden Motoneurone an Tag 1, 4 und 7 bestimmt, woraus sich das 
prozentuale Überleben berechnete. Eine Konzentration von maximal 0,5 µM R-
Roscovitine erwies sich dabei für die Motoneuronen nach 7 Tagen Zellkultur als 
tolerabel (Abbildung 6A, D; Tabelle 4). In allen folgenden Zellkulturexperimenten 
wurde deshalb 0,5 µM als Standardkonzentration für R-Roscovitine und dessen 
Derivate festgelegt. Der Grund für die geringe Konzentration im Vergleich zum 
Einsatz von Roscovitine in anderen Zellkulturen liegt womöglich in der hohen 
Vulnerabilität der primären Motoneurone, insbesondere der primären SMA 
Motoneurone als Einzelzellkultur.  
Um zu überprüfen, ob die toxische Wirkung des höher konzentrierten R-
Roscovitines (10-50 µM) auf die wildtypischen Motoneurone auf eine spezifische 
Wirkung des R-Roscovitines auf den Cav2.2 Kalziumkanal zurückzuführen ist, 
 
4 Datenerhebung der Experimente mit R-Roscovitine durch Dr. Hans Drexl 
47 
 
wurde zusätzlich eine Konzentrationsreihe mit S-Roscovitine durchgeführt, da für 
S-Roscovitine kein Effekt auf den Cav2.2 Kalziumkanal beschrieben ist (Cho & 
Meriney, 2006). Bei hohen Konzentrationen (10-50 µM) zeigte sich ein geringerer 
Abfall des Zellüberlebens mit S-Roscovitines als mit R-Roscovitine (Abbildung 
6B, D; Tabelle 4) Diesem qualitativen Effekt liegt hier womöglich eine toxische 
Wirkung des zu hohen Kalziumeinstroms in des Zellinnere durch die Cav2.2 





Abbildung 6: Konzentrationsreihen mit R- und S-Roscovitine  
A-D: Zellüberleben der wildtypischen Motoneurone nach 4 Tagen unter dem Einfluss von 
R-Roscovitine (A, C), oder S-Roscovitine (B, C) und nach 7 Tagen unter dem Einfluss 
von R-Roscovitine (A, D) und S-Roscovitine (B, D). Ab einer Konzentration von 1-2 µM 
R- und S-Roscovitine konnte eine Abnahme des Motoneuron-Überlebens festgestellt 
werden. 
 
In einem Kontrollexperiment wurde das prozentuale Überleben wildtypischer 
Motoneurone mit und ohne kontinuierliche Zufuhr der neurotrophen Faktoren 
BDNF und CNTF bestimmt. Unter Einfluss von BDNF und CNTF betrug das 
Überleben der Motoneurone nach 7 Tagen Zellkultur ca. 60%. 
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% R-Roscovitine  S-Roscovitine 
µM Tag 4 Tag 7 Tag 4 Tag 7 
0,00 69,17 ± 2,02  59,43 ± 3,89 83,33 ± 9,45 61,33 ± 9,71 
0,05 56,33 ± 5,51 58,23 ± 4,52 89,33 ± 2,08 66,00 ± 17,1 
0,10 60,57 ± 5,75 62,00 ± 3,00 77,67 ± 5,77 59,33 ± 3,06 
0,20 78,53 ± 2,83 60,10 ± 14,9 78,67 ± 9,29 63,67 ± 5,69 
0,50 67,47 ± 3,50 62,10 ± 2,71 85,00 ± 4,00 56,00 ± 8,66 
1,00 86,20 ± 7,35 58,70 ± 3,84 86,33 ± 8,32 65,00 ± 15,6 
2,00 73,50 ± 2,61 51,10 ± 10,2 75,33 ± 3,21 51,00 ± 9,54 
5,00 68,13 ± 5,46 39,47 ± 12,5 70,50 ± 9,81 51,25 ± 13,2 
10,0 57,36 ± 21,2 1,300 ± 3,68 57,66 ± 8,02 31,67 ± 6,43 
20,0 25,93 ± 7,11 0,000 ± 0,00 56,00 ± 13,5 33,00 ± 14,9 
50,0 4,080 ± 1,41 0,000 ± 0,00 41,67 ± 19,8 13,00 ± 2,65 
Tabelle 4: Konzentrationsreihen mit R- und S-Roscovitine (prozentuale Angabe des 
Mittelwertes mit Standardabweichung; N = 30-100; n = 3-9) 
 
Diese Überlebensrate blieb durch die zusätzliche Gabe von 0,5 µM R- oder S-
Roscovitine unbeeinflusst. Ohne Zusatz von BDNF und CNTF sank das 




Abbildung 7: Überlebensraten wildtypischer Motoneurone ohne BDNF und CNTF 
Fehlen die neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF, sinkt das prozentuale Überleben 
der wildtypischen Motoneurone auf ca.20%. Unter Zufuhr der neurotrophen Faktoren 
steigt das Überleben auf ca. 60%. 0,5 µM Roscovitine hat auf das Überleben der 





% Unbehandelt BDNF, CNTF 
BDNF, CNTF 
+ 0,5 µM R-Ros 
BDNF, CNTF 
+ 0,5 µM S-Ros 
Tag 4 52,33 ± 11,7 83,33 ± 9,45 67,47 ± 3,50 85,00 ± 4,00 
Tag 7 24,33 ± 4,16 61,33 ± 9,71 62,10 ± 2,71 56,00 ± 8,66 
Tabelle 5: Überlebensraten wildtypischer Motoneurone ohne BDNF und CNTF 
(prozentuale Angabe des Mittelwertes mit Standardabweichung; N = 30-100; n = 3) 
 
Anhand dieser ersten Versuchsreihen wurde die Konzentration von Roscovitine 
bestimmt, die für primäre, wildtypische Motoneuronen in der Einzelzellkultur noch 
tolerabel ist. Die Stereoisomere R- und S-Roscovitine wurden untereinander 
verglichen, wobei sich ein geringerer Abfall des Motoneuron-Überlebens bei 
hohen Konzentrationen unter S-Roscovitine zeigte. Dieser positive Effekt von S-
Roscovitine ist möglicherweise auf die fehlende Wirkung am Kalziumkanal 
zurückzuführen. Die Experimente machen zudem deutlich, welchen essentiellen 
Einfluss die neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF auf das Langzeitüberleben 
der Motoneurone in der Zellkultur haben.  
 
5.1.2 Der Vergleich von Cav2.2-Agonisten und Cdk5-Inhibitoren in Bezug 
auf die Axonlängen von SMA-Motoneuronen 
Axonlängen dienen als morphologische Parameter, um den Entwicklungszustand 
von Motoneuronen einzuschätzen. Die Beurteilung der Axonlänge ist dabei 
abhängig von der Laminin-Beschichtung der Zellkulturschale (siehe Kapitel 
2.1.3). Abhängig von der Plattenbeschichtung korreliert ein gut entwickeltes 
Motoneuron mit einem langen Axon auf Laminin-111 und einem kurzen Axon auf 
Laminin-221/211. Auf beiden Laminin-Beschichtungen zeigen sich signifikante 
Unterschiede der Axonlänge zwischen Wildtyp und SMA Mutante. Dies ist die 
Voraussetzung für die Untersuchung der folgenden Substanzen:  
 
 R-Roscovitine (R):  Cav2.2 Agonist und Cdk5 Antagonist 
 S-Roscovitine (S):  alleiniger Cdk5 Antagonist 
 GV-58 (GV):   alleiniger Cav2.2 Agonist 




Die Axonlängen der unbehandelten SMA-Mutante (Abbildung 8E, MUT Ø) waren 
auf Laminin-111 im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 8E, WT Ø) um etwa 20% 
reduziert, auf Laminin-221/211 um etwa 20% angehoben (Abbildung 8G). Somit 
zeigten SMA Motoneuronen im Vergleich zum Wildtyp Einschränkungen der 
Differenzierung. Die Behandlung der SMA-Motoneuronen mit S-Roscovitine 
(Abbildung 8E, MUT S) erwies sich als nicht signifikant. Die Behandlung der SMA 
Motoneurone mit GV-58 (Abbildung 8E, MUT GV) oder R-Roscovitine (Abbildung 
8E, MUT R) zeigte einen signifikanten Anstieg der Axonlängen auf Laminin-111. 
Auch auf Laminin-221/211 ließ sich mit R-Roscovitine (Abbildung 8G, MUT R) 
und GV-58 (Abbildung 8G, MUT GV-58) eine signifikante Veränderung der 
Axonlängen bei SMA Motoneuronen erzielen, nicht jedoch mit S-Roscovitine 
(Abbildung 8G, MUT S). Der Vergleich der unterschiedlichen Substanzen in 
dieser Versuchsreihe deutet darauf hin, dass der positive Effekt von R-
Roscovitine auf die Axonlängen durch einen Agonismus am Kalziumkanal 
zustande kommt und nicht durch eine Cdk5-Blockade.  
Im Anschluss wurde getestet, ob R-Roscovitine weiterhin einen positiven Effekt 
auf die Axonlängen von SMA-Motoneuronen hat, wenn dessen extrazelluläre 
Bindungsstelle am Kalziumkanal zeitgleich durch den Kanalantagonisten ω-
Conotoxin (Agonisten und Antagonisten spannungsabhängiger Kalziumkanäle 
siehe Kapitel 2.1.2) blockiert ist. Eine Behandlung wildtypischer Zellen mit ω-
Conotoxin (Abbildung 8F, WT C) führte zu einer Reduktion der Axonlängen um 
ca. 20% auf Laminin-111 (Abbildung 8H, WT C). Bei der SMA-Mutante ließ sich 
kein Unterschied zwischen unbehandelten Motoneuronen (Abbildung 8F, MUT 
Ø) und mit ω-Conotoxin behandelten Motoneuronen (Abbildung 8F, MUT C) 
erkennen. Eine Blockade des Cav2.2 Kalziumkanals führt also zu einem 
Differenzierungsdefekt des Motoneurons, der vom Ausmaß her mit dem 
Differenzierungsdefekt der SMA Motoneurone vergleichbar ist. Die Funktion des 
Cav2.2 Kalziumkanals erscheint somit für eine normale Entwicklung der 
Motoneurone essentiell. Eine simultane Behandlung mit ω-Conotoxin und R-
Roscovitine ergab sowohl beim Wildtyp (Abbildung 8F, WT R/C) als auch bei der 
SMA-Mutante (Abbildung 8F, MUT R/C) keine Veränderungen im Vergleich zu 






Abbildung 8: Der Effekt von R-Roscovitine, S-Roscovitine, ω-Conotoxin und GV-
58 auf die Axonlängen von SMA-Motoneuronen   
A-D: Beispielbilder. Motoneurone des Wildtyps zeigen längere Axone auf Laminin-111 
(A) und kürzere Axone auf Laminin-221/211 (C), Motoneurone der SMA Mutante zeigen 
kürzere Axone auf Laminin-111(B) und längere Axone auf Laminin-221/211 (D). Tau-
Färbung der Axone. E-H: Quantitative Auswertung der Axonlängen der behandelten 
SMA Motoneurone auf Laminin-111 (E, F) und Laminin-221/211 (G, H) im Vergleich zum 
SMA Wildtyp. Ø = unbehandelt, S = S-Roscovitine, GV = GV-58, R = R-Roscovitine, C 
= ω-Conotoxin, R/C = R-Roscovitine und ω-Conotoxin, WT = SMA-Wildtyp, MUT = SMA-
Mutante, n.s. = nicht signifikant; ** Signifikanz <0,01; *** Signifikanz <0,001.     
 
Auf Laminin-221/211 zeigten sich entsprechende Ergebnisse (Abbildung 8H)5. 
Wird also unter ω-Conotoxin Behandlung zusätzlich R-Roscovitine gegeben, 
ändert sich die Axonlänge nicht. Da ω-Conotoxin den Cav2.2 Kalziumkanal 
vollständig blockiert, kann R-Roscovitine nicht mehr binden und die positive 
Wirkung des R-Roscovitines auf die Motoneurone geht verloren. Die 
gleichbleibenden Axonlängen bei simultaner Behandlung der Motoneurone mit 
R-Roscovitine und ω-Conotoxin sind ein Hinweis darauf, dass die positive 
Wirkung des R-Roscovitine auf einer direkten Bindung des Cav2.2 Kalziumkanals 
beruht und nicht durch einen Signalweg indirekt hervorgerufen wird.   
 
5.1.3 Der Einfluss von R-Roscovitine auf die Differenzierung des 
Wachstumskegels in SMA-Motoneuronen  
Nun stellt sich die Frage, ob sich auch die verminderte Cav2.2 Clusterbildung 
durch die Behandlung mit R-Roscovitine über 5 Tage hinweg aufheben lässt. 
Dabei wurde zwischen unbehandelter und mit R-Roscovitine behandelter SMA-
Mutante unterschieden. Nach 5-tägiger Zellkultur wurde der Kalziumkanal am 
Wachstumskegel mithilfe immunzytochemischer Verfahren gefärbt und deren 
Intensität mit dem Fluoreszenzmikroskop gemessen. Basierend auf früheren 
Studien ist bekannt, dass auch das Protein β-Aktin in Smn-defizienten 
Motoneuronen reduziert ist (Rossoll et al., 2003; Zhong & Zucker, 2004; Rathod 
et al., 2012). Daher wurde eine Doppelfärbung mit Cav2.2 und β-Aktin 
durchgeführt.   
 







Abbildung 9: Cav2.2 und β-Aktin am Wachstumskegel von SMA-Motoneuronen 
unter dem Einfluss von R-Roscovitine 
A, C: Beispielbilder von Wachstumskegeln des SMA Wildtyps, der unbehandelten SMA 
Mutante und der mit R-Roscovitine behandelten SMA Mutante. Gezeigt ist die 
Expression des Cav2.2 Kalziumkanals und des Proteins β-Aktin; Als Hintergrundfärbung 
wurde Tau und Phalloidin gewählt. R-Rosco = R-Roscovitine. B, D: Quantifizierung der 
Cav2.2 Expression (B) und der β-Aktin Expression am Motoneuronenwachstumskegel 
des unbehandelten SMA Wildtyps (grauer Balken, Ø), der unbehandelten SMA Mutante 
(weißer Balken, Ø) und der mit R-Roscovitine behandelten SMA Mutante (weißer 
Balken, R); Ø = unbehandelt, R = R-Roscovitine, n.s. = nicht signifikant, *** p<0,001 
 
Für beide getesteten Proteine wurde eine deutliche Reduktion am 
Wachstumskegel von SMA-Motoneuronen im Vergleich zu wildtypischen 
Motoneuronen festgestellt. Dieses Defizit ließ sich durch eine Behandlung mit R-
Roscovitine wieder signifikant ausgleichen, sodass sich die Wachstumskegel der 
behandelten SMA-Motoneurone nicht mehr von den Wachstumskegeln 
wildtypischer Motoneurone unterschieden (Abbildung 9).  
Für den Cav2.2 Kalziumkanal ist eine Reduktion der Proteinmenge in den 
Wachstumskegeln der SMA Motoneurone bereits vorbeschrieben (Jablonka et 
al., 2007). Die kontinuierliche Behandlung mit R-Roscovitine über 5 Tage hinweg 
zeigte eine Zunahme der Cav2.2 Menge am Wachstumskegel der SMA 
Motoneuronen (Abbildung 9A, B). Unter R-Roscovitine Behandlung befanden 
sich somit mehr Kalziumkanäle an den Wachstumskegeln der SMA 
Motoneurone, was den Kalziumeinstrom erhöht und die Differenzierung der 
Motoneurone vorantreibt.  
 
5.1.4 Der Einfluss von Cav2.2 Agonisten und Antagonisten auf die 
spontanen Kalziumtransienten in SMA-Motoneuronen  
Die bisherigen in vitro Ergebnisse bekräftigen die Hypothese, dass R-Roscovitine 
einen differenzierungsfördernden Effekt auf Motoneuronen aus dem SMA 
Mausmodell zu haben scheint. Dies konnte anhand morphologischer Zielgrößen 
gezeigt werden. Die Axonlängen der Motoneurone und die Expression von 
Cav2.2 und β-Aktin nähern sich unter R-Roscovitine wildtypischen Werten an. 
Vergleichsexperimente mit S-Roscovitine, GV-58 und ω-Conotoxin zeigen, dass 
dieser Effekt am wahrscheinlichsten durch eine agonistische Wirkung am Cav2.2 
55 
 
Kalziumkanal verursacht wird. In den anschließenden Experimenten wurde 
deshalb untersucht, ob sich der Effekt durch R-Roscovitine auch auf funktioneller 
Ebene an Motoneuronen nachweisen lässt. 
Die Frequenz spontaner Kalziumeinströme ist ein wichtiger Einflussfaktor für die 
Differenzierung der Motoneurone und die Ausbildung der neuromuskulären 
Synapse. Die lokalen Kalziumtransienten wurden im nachfolgenden Experiment 
per live-cell Imaging gemessen. An den Wachstumskegeln der Motoneurone 
wurde bestimmt, wie viel Kalzium pro Zeiteinheit durch die simultane Öffnung der 
Kalziumkanäle in die Zelle einströmt. Daraus ließen sich Rückschlüsse auf die 
spontane Grundaktivität der Motoneurone ziehen.  
Es wurde der Einfluss von R- oder S-Roscovitine auf die Spontanaktivität der 
SMA-Motoneurone untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. Die Gabe von R- 
oder S-Roscovitine erfolgte dabei kontinuierlich über 5 Tage.  Es zeigte sich eine 
Reduktion der spontanen Aktionsfrequenz um ca. 50% am Wachstumskegel der 
SMA-Motoneurone im Vergleich zur Spontanaktivität wildtypischer Motoneurone. 
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass SMA-Motoneuronen nicht nur bezüglich 
ihrer Morphologie, sondern auch in ihrer Funktion gegenüber wildtypischen 
Motoneuronen eingeschränkt sind. Eine Behandlung mit R-Roscovitine führte bei 
SMA-Motoneuronen wieder zu einem signifikanten Anstieg der Spontanaktivität. 
Eine Behandlung mit S-Roscovitine führte ebenfalls zu einem Aktivitätsanstieg. 
Dieser war jedoch geringer und im Vergleich zur unbehandelten SMA Mutante 
nicht signifikant. Ähnlich wie bei den Axonlängen zeigte R-Roscovitine also auch 
funktionell einen besseren Effekt als S-Roscovitine. Daraus lässt sich schließen, 
dass der Effekt von R-Roscovitine eher durch eine agonistische Wirkung am 
Cav2.2 Kalziumkanal zustande kommt als durch eine Inhibition von Cdk5.  
Durch die gleichzeitige Gabe des Cav2.2 Kalziumkanalblockers ω-Conotoxin 
wurde im Anschluss untersucht, ob die Gabe von R-Roscovitine einen Effekt auf 
die spontanen Kalziumtransienten der SMA-Motoneurone besitzt, wenn dessen 
Angriffspunkt am Cav2.2 Kalziumkanal durch ω-Conotoxin blockiert ist. Die 
kontinuierliche, simultane Gabe von ω-Conotoxin und R-Roscovitine führte im 
Gegensatz zur alleinigen Gabe von R-Roscovitine zu keinem Anstieg der 
Spontanaktivität in den SMA-Motoneuronen. Der Cav2.2 Kalziumkanal als 
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Angriffspunkt für R-Roscovitine scheint daher für den positiven Effekt der SMA 
Motoneurone verantwortlich zu sein. 
 
 
Abbildung 10: Kalziumtransienten nach einer Langzeitbehandlung mit R- und S-
Roscovitine an Motoneuronen aus dem SMA Mausmodell 
A-D: Beispielbilder der spontanen Kalziumtransienten am Motoneuronwachstumskegel 
beim unbehandelten Wildtyp (A), der unbehandelten SMA Mutante (B), der mit R-
Roscovitine behandelten SMA Mutante (C) und der mit S-Roscovitine behandelten SMA 
Mutante (D), Aufgetragen ist die angepasste Floureszenzintensität gegen die im 
Zeitverlauf erstellten Aufnahmeserien, WT = SMA Wildtyp, MUT = SMA Mutante, R-Ros 
= R-Roscovitine, S-Ros = S-Roscovitine, Ø = unbehandelt. E-F: Quantifizierung der 
Aktionsfrequenz als Mittelwert aller Einzelwerte gegeneinander (E) und als Mittel aller 
durchgeführten Versuche (F), graue Balken = Wildtyp, weiße Balken = SMA Mutante, Ø 





Es existierten jedoch technische und statistische Limitationen bei dieser 
Methode, die die funktionelle Einschätzung der Motoneuronenaktivität 
erschwerten. Neben den bereits genannten externen Störfaktoren (siehe 4.2.7) 
war zu beachten, dass aufgrund der unterschiedlichen Wachstumskegelgrößen 
und der individuellen Aufnahme des Kalzium-Indikators Oregon Green keine 
einheitlichen Schwellenwerte festgelegt werden konnten, ab welcher Intensität 
eine Aktivität vorlag. Um diese Einschränkungen zu umgehen, wurde deshalb 
eine einheitliche Definition eines Aktivitätsanstiegs formuliert (siehe 4.2.7). Diese 
wurde vor jedem potenziellen Aktivitätsanstieg individuell geprüft. 
Statistische Einschränkungen ergaben sich zum einen daraus, dass zwischen 
den Messungen der Lebendkulturen eine große Streubreite vorlag. Dies konnte 
verbessert werden, indem alle Bedingungen einer Messreihe innerhalb eines 4-
Stunden Zeitfensters gemessen wurden. Ein weiteres Problem ergab sich 
daraus, dass die Wachstumskegel während der kurzen Beobachtungsdauer in 
den meisten Fällen gar keine Aktivität zeigten. Es blieb daher unklar, ob die 
fehlende Aktivität aus einem vollständigen Funktionsverlust resultierte, oder 
durch eine erniedrigte Aktivitätsfrequenz begründet war. Da es nicht möglich war, 
diese beiden Möglichkeiten sicher voneinander zu unterscheiden, wurden für die 
Auswertung ausnahmslos alle Wachstumskegelmessungen gezählt. Statistisch 
ergab sich so ein negativ-exponentieller Verlauf, der einer auf Normalverteilung 
ausgelegten Signifikanzauswertung nur schwer zugänglich war. Die Ergebnisse 






Abbildung 11: Kalziumtransienten nach einer simultanen Behandlung mit R-
Roscovitine und ω-Conotoxin an Motoneuronen aus dem SMA Mausmodell 
A-D: Beispielbilder der spontanen Kalziumtransienten beim unbehandelten Wildtyp (A), 
der unbehandelten SMA Mutante (B), des mit R-Roscovitine und ω-Conotoxin 
behandelten Wildtyps (C) und der mit R-Roscovitine und ω-Conotoxin behandelten SMA 
Mutante (D), E-F: Quantifizierung der Aktionsfrequenz als Mittelwert aller Einzelwerte 
gegeneinander (E) und als Mittel aller durchgeführten Versuche (F), graue Balken = 
Wildtyp, weiße Balken = SMA Mutante, WT = Wildtyp, MUT = SMA Mutante, R = R-





5.1.5 Der Einfluss von R-Roscovitine auf die Proteinmenge von SMN und 
Cdk5 in SMA-Motoneuronen 
Um auszuschließen, dass der Effekt von R-Roscovitine auf einer veränderten 
Regulation der SMN Proteinlevel auf molekulargenetischer Ebene basiert, wurde 
im Folgenden qualitativ bestimmt, wie viel SMN Protein sich in Motoneuronen 
aus dem Wildtyp im Vergleich zu Motoneuronen der SMA Mutante befindet und 
ob diese Proteinmenge durch die kontinuierliche Gabe von R-Roscovitine 
beeinflusst wird. Zusätzlich wurde getestet, ob sich das CDK5 Level in 
Motoneuronen des Wildtyps und der SMA Mutante unter der kontinuierlichen 
Gabe von R-Roscovitine unterscheidet.    
Es zeigte sich, dass das SMN Level in SMA-Motoneuronen, wie zu erwarten, 
deutlich reduziert ist. Die SMN Menge wurde weder in wildtypischen noch in 
SMA-Motoneuronen von R-Roscovitine beeinflusst. Ebenso konnte für die CDK5 
Proteinmenge zwischen Wildtyp und SMA Mutante und zwischen unbehandelten 
und mit R-Roscovitine behandelten Motoneuronen kein qualitativer Unterschied 
festgestellt werden. Dies weist daraufhin, dass der positive Effekt von R-
Roscovitine durch ein lokales Geschehen am Wachstumskegel begründet ist und 
keinen Einfluss auf Gen- oder Proteinebene hat. 
 
 
Abbildung 12: Proteinlevel von SMN und Cdk5 nach R-Roscovitine Gabe in SMA-
Motoneuronen  
A: Das SMN Proteinlevel in SMA-Motoneuronen (MUT Ø) ist im Vergleich zum Wildtyp 
(WT Ø) deutlich reduziert. B: Das Cdk5 Proteinlevel unterscheidet sich nicht zwischen 
Wildtyp und SMA Mutante. R-Roscovitine hat keinen Einfluss auf die Expression von 
SMN oder Cdk5 im Wildtyp (WT R) oder in der SMA Mutante (MUT R), Ladekontrolle 






5.1.6  Der Einfluss von R-Roscovitine auf spontane Kalziumtransienten in 
Motoneuronen aus dem Cdk5-/- Mausmodell 
Da S-Roscovitine als alleiniger Cdk5-Antagonist ebenfalls zu einer geringen 
Zunahme der Spontanaktivität bei den SMA-Motoneuronen führte, besteht die 
Möglichkeit, dass die positive Wirkung von R-Roscovitine im vorhergehenden 
Experiment auch durch eine Cdk5-Blockade mitverursacht ist. Sollte die Wirkung 
von R-Roscovitine hauptsächlich über eine Cdk5-Blockade erfolgen, müsste sich 
durch einen genetischen Cdk5 Knockout derselbe Effekt erzielen lassen wie 
durch eine molekulare Blockade mit R- oder S-Roscovitine. Unter der Annahme, 
dass eine verbesserte Spontanaktivität durch eine Cdk5 Blockade zustande 
kommt, sollte also ein genetischer Cdk5 Knockout ebenfalls zu einer 
funktionellen Verbesserung der Motoneurone führen. Zwischen wildtypischen 
Motoneuronen und Motoneuronen aus dem Cdk5 Mausmodell ergaben sich 
keine funktionellen Unterschiede in Bezug auf die Kalziumtransienten (Abbildung 
13). Dieses Ergebnis bekräftigt die Hypothese, dass der positive Effekt durch R-
Roscovitine nicht durch eine Blockade der Cdk5 ausgelöst wird. Die Applikation 
von R-Roscovitine erhöhte sowohl die Spontanaktivität bei wildtypischen Zellen, 
als auch bei Motoneuronen aus dem Cdk5 Knockout Mausmodell. Dies macht 
deutlich, dass die Bindungsstelle über den Cav2 Kalziumkanal weiterhin vorliegt, 
obwohl der Signalweg über Cdk5 wegfällt. Die Ergebnisse dieser Messung 





Abbildung 13: Kalziumtransienten unter der Behandlung mit R-Roscovitine an 
Motoneuronen aus dem Cdk5 Mausmodell  
A-D: Beispielbilder der spontanen Kalziumtransienten des unbehandelten Wildtyps (A), 
des mit R-Roscovitine behandelten Wildtyps (B), der unbehandelten Cdk5 Mutante (C),  
und der mit R-Roscovitine behandelten Cdk5 Mutante (D), E: Vergleich aller 
Einzelmessungen dargestellt als Punkt für jede Aktivität, roter Balken: Mittelwert; F-G: 
Quantifizierung der Aktionsfrequenz als Mittelwert aller Einzelwerte gegeneinander (F) 
und als Mittel aller durchgeführten Versuche (G), graue Balken = Wildtyp, weiße Balken 









5.2 Der Einfluss neurotropher Faktoren auf spontane Kalziumtransienten in 
wildtypischen embryonalen Motoneuronen 
 
5.2.1 Spontane Kalziumtransienten in Motoneuronen aus dem trkBTK-/- 
Mausmodell 
Der neurotrophe Faktor BDNF hat eine große Bedeutung für die Entwicklung von 
Motoneuronen (Ernfors et al., 1990; Sendtner et al., 1992; Oppenheim et al., 
1992, Yan et al., 1992) Im Folgenden soll überprüft werden, ob die Kalziumkanäle 
am Motoneuronen-Wachstumskegel in den Signalweg von BDNF involviert sind. 
Es wurden dazu die Kalziumeinströme am Wachstumskegel von Motoneuronen 
aus dem trkBTK-/- Mausmodell bestimmt. Zellen des trkBTK-/- Mausmodells weisen 
einen Defekt in dem Rezeptor für BDNF (TrkB) auf. Fehlt die Tyrosinkinase-
Domäne des Rezeptors für BDNF, kann der Rezeptor nicht mehr durch BDNF 
aktiviert werden und es kommt zu einer signifikanten Reduktion der 
Kalziumtransienten am Wachstumskegel (Abbildung 14 A-D). Ein Verlust des 
BDNF/TrkB Signalwegs führt somit zu einer Abnahme des lokalen 
Kalziumeinstroms, was ein Hinweis darauf ist, dass Kalziumkanäle in den 
Signalweg von BDNF über den TrkB Rezeptor involviert sein könnten. 
 
5.2.2 Der Langzeiteinfluss von BDNF, CNTF und GDNF auf spontane 
Kalziumtransienten 
Neben BDNF sind auch CNTF und GDNF an der Entwicklung von Motoneuronen 
beteiligt (Sendtner et al., 1990; Arakawa et al., 1990; Henderson et al., 1994). Im 
folgenden Experiment wird verglichen, welchen Einfluss die neurotrophen 
Faktoren BDNF, CNTF und GDNF auf den Kalziumeinstrom am 
Wachstumskegel wildtypischer Motoneurone haben. Unter der alleinigen 
Behandlung mit BDNF ließ sich nach 5 Tagen der größte Effekt auf die 
Kalziumtransienten erzielen. Darauf folgte CNTF. Unter GDNF zeigte sich die 







Abbildung 14: Spontane Kalziumeinströme an Motoneuronen aus dem trkBTK-/-  
Mausmodell und unter BDNF, CNTF und GDNF bei wildtypischen Motoneuronen  
A, B: Beispielbilder der spontanen Kalziumtransienten beim trkBTK-/- Wildtyp (A) und der 
trkBTK-/-  Mutante (B); C, D: Quantifizierung der Transientenfrequenz als Mittelwert aller 
Einzelwerte gegeneinander (C) und als Mittel aller durchgeführten Versuche (D) bei 
Motoneuronen aus dem trkBTK-/-  Mausmodell. E-G: Beispielbilder der Kalziumtransienten 
bei wildtypischen Motoneuronen mit BDNF (E), CNTF (F), und GDNF (G). H, I: 
Quantifizierung der Transientenfrequenz als Mittelwert aller Einzelwerte gegeneinander 
(H) und als Mittel aller durchgeführten Versuche (I) im Vergleich der neurotrophen 







5.2.3 Spontane Kalziumtransienten nach akuter Applikation von BDNF 
Im Anschluss an die Langzeit-Exposition wurde untersucht, welche Wirkung der 
neurotrophe Faktor BDNF bei akuter Applikation auf die Kalziumtransienten am 
Wachstumskegel hat. Die Inkubationszeit zwischen der Applikation von BDNF 
und der Messung der Transientenfrequenz betrug 2 Minuten. Eine quantitative 
Summenanalyse bei wildtypischen Motoneuronen ergab einen Anstieg der 
Transientenfrequenz nach akuter Applikation von BDNF um fast das Doppelte. 
Nach der Gabe von BDNF kam es entsprechend dieser Daten sowohl auf 
Laminin-111 (Abbildung 15A) als auch auf Laminin-221/211 (Abbildung 15B) in 
der Mehrheit der Wachstumskegel zu einem Anstieg der Kalziumtransienten. Der 
rasche Anstieg der Kalziumeinströme lässt darauf schließen, dass der Signalweg 
von BDNF am ehesten durch lokale Mechanismen vermittelt wird und dass 
spontane Kalziumtransienten in diesem Signalweg eine Rolle spielen könnten. 
 
Zusammenfassend zeigte sich von den drei neurotrophen Faktoren, die einen 
Einfluss auf die Entwicklung der Motoneurone haben, nur unter BDNF ein Anstieg 
lokaler Kalziumströme am Wachstumskegel. Der Einfluss von BDNF auf die 
Kalziumtransienten zeigte sich sowohl unter Langzeitbehandlung als auch nach 












Abbildung 15: Akute Applikation des neurotrophen Faktors BDNF  
Kalziumtransienten jeweils eines Wachstumskegels vor (links) und nach (rechts) BDNF 
Applikation auf Laminin-111(A) und Laminin-221/211(C). B, D: Quantifizierung; Lam-111 
= Laminin-111, Lam-221 = Laminin-221/211, * Signifikanz <0,05, n.s. = nicht signifikant 
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5.3 Spontane Kalziumtransienten in Motoneuronen aus dem Nmd2J 
Mausmodell  
 
Um zu klären, ob der Defekt bei der SMARD1 wie bei der proximalen SMA vom 
Wachstumskegel ausgeht, wurden die Kalziumtransienten am Wachstumskegel 
bei wildtypischen Motoneuronen und bei Motoneuronen eines SMARD1 
Mausmodells bestimmt. Durch die Messung spontaner Kalziumeinströme konnte 
so auf die Aktivität am Wachstumskegel rückgeschlossen werden.  
Die Messungen der Kalziumströme zeigen, dass sich Motoneurone aus dem 
Nmd2J Mausmodell, verglichen mit wildtypischen Motoneuronen, nicht in der 





Abbildung 16: Kalziumtransienten an den Wachstumskegeln von Motoneuronen 
aus dem Nmd2J Mausmodell  
A, B: Beispielbilder der spontanen Kalziumtransienten beim Wildtyp (A) und bei 
Motoneuronen des Nmd2J Mausmodells. C, D: Quantifizierung der Aktionsfrequenz als 
Mittelwert aller Einzelwerte (C) und als Mittel aller durchgeführten Versuche (D), grauer 








6. Diskussion  
 
6.1 Die Wirkung von R-Roscovitine auf die Entwicklung der SMA-
Motoneurone  
Ziele dieser Arbeit waren die Untersuchungen von spontanen Kalziumtransienten 
in wildtypischen Motoneuronen, in Smn-defizienten Motoneuronen und in 
primären Motoneuronen eines SMARD1 Mausmodells.  
Primäre murine Smn-defiziente Motoneurone zeigen eine reduzierte Frequenz 
spontaner Kalziumeinströme während einer Kulturdauer von 5 Tagen auf einer 
synapsen-spezifischen Laminin-Isoform (Laminin-221) und in Gegenwart der 
neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF. Die Reduktion der spontanen 
Kalziumeinströme geht einher mit einer verminderten Cav2.2 Cluster Formation. 
Somit haben wir uns die Frage gestellt, ob der Kalziumkanal Agonist R-
Roscovitine, der die Kalziumkanäle länger offenhält, dem verminderten 
Clustering entgegenwirken könnte.  
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass R-Roscovitine die Frequenz 
der spontanen Kalziumeinströme am distalen Axon erhöht und gleichzeitig die 
zelluläre Differenzierung  an den SMA-Motoneuronen positiv beeinflusst. 
Bei SMA-Motoneuronen liegt ein Differenzierungsdefekt der neuromuskulären 
Endplatte vor (Jablonka & Sendtner; 2017). Grundlage dieser Annahme sind die 
strukturellen Veränderungen der SMA-Motoneurone in Bezug auf die 
Morphologie der Wachstumskegel und deren Axonlängen (Rossoll et al., 2003; 
Jablonka et al., 2007). Die bei Rossoll et al. nachgewiesenen kürzeren 
Axonlängen auf Laminin-111 und die reduzierte Menge an β-Aktin bei SMA-
Motoneuronen konnten in dieser Arbeit bestätigt werden (Abbildung 8E, F und 
Abbildung 9D, E). Jablonka et al. haben gezeigt, dass die Akkumulation der 
Cav2.2 Kalziumkanäle bei SMA-Motoneuronen reduziert ist. Auch in dieser Arbeit 
wurde eine reduzierte Menge des Cav2.2 Proteins im Wachstumskegel der SMA-
Motoneurone festgestellt (Abbildung 9A, B). Laut Jablonka et al. liegt das gestörte 
Cav2.2 Clustering einer reduzierten Interaktion der Cav-Domäne mit der β2-Kette 
des synapsen-spezifischen Laminin-221/211 zu Grunde. Daraus resultiert, dass 
das von Laminin-221/211 ausgehende Differenzierungssignal – der spontane 
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Kalziumeinstrom – nicht an die Motoneuronen weitergegeben werden kann, 
woraufhin sich die Differenzierung der SMA-Motoneuronen verzögert. Als 
morphologisches Korrelat zeigen sich längere Axone der SMA-Motoneurone auf 
Laminin-221/211 im Vergleich zum Wildtyp. Die verlängerten Axone der SMA-
Motoneurone auf Laminin-221/211 konnten in der vorliegenden Arbeit bestätigt 
werden (Abbildung 8G, H).  
Die hier durchgeführten Experimente zeigen zum ersten Mal, dass der Cav2.2 
Kalziumkanalagonist R-Roscovitine zu einer Verbesserung der funktionellen 
Defizite bei Smn-defizienten Motoneuronen führt. In Folge der Öffnung 
spannungsabhängiger Kalziumkanäle am Wachstumskegel kommt es zu lokalen 
Kalziumeinströmen und durch den Kalziumanstieg zur Vesikelfreisetzung (Cohan 
et al., 1987; Fields et al., 1990). Die Kalziumeinströme sind über diesen 
Mechanismus verantwortlich für den Wachstumsstopp des Axons und die 
Einleitung der Differenzierung des Wachstumskegels (Gu et al., 1994; Gu et al., 
1995). Nur wenn die Kalziumkanäle in Cluster zusammenlagern, ist der 
Kalziumeinstrom für die Signalweiterleitung ausreichend (Connor et al., 1990). 
Es wurde gezeigt, dass die Clusterbildung der Kalziumkanäle bei SMA-
Motoneuronen gestört ist und dass dadurch auch die Frequenz der 
Kalziumeinströme sinkt, die für die Einleitung der Wachstumskegel-
Differenzierung benötigt wird (Jablonka et al., 2007). In dieser Arbeit wurden 
ebenfalls niedrigere Kalziumtransienten bei SMA Motoneuronen beobachtet 
(Abbildung 10A, B).  Zudem konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche 
Gabe von R-Roscovitine den Kalziumeinstrom an den Wachstumskegeln der 
SMA-Motoneurone verbessert und somit auch die Frequenz der 
Kalziumtransienten erhöht (Abbildung 10E, F). 
Neben den funktionellen Einschränkungen weisen Smn-defiziente Motoneurone 
auch strukturelle Defizite auf, die sich durch die kontinuierliche Behandlung mit 
R-Roscovitine verbessern lassen. Unter R-Roscovitine sind die Axone auf 
Laminin-111 verlängert und auf Laminin-221/211 verkürzt (Abbildung 8). Das 
Verhalten der Axonlängen unter Roscovitine Behandlung entspricht damit 
wildtypischen Motoneuronen und zeigt eine verbesserte Differenzierung der 
SMA-Motoneurone an. Auch die Menge von β-Aktin und Cav2.2 ist unter R-
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Roscovitine erhöht (Abbildung 9). Die Defizite der untersuchten Parameter ließen 
sich in einem solchen Ausmaß von R-Roscovitine beeinflussen, dass sie sich 
nicht mehr von wildtypischen Werten unterschieden. Dabei ist nicht nur die 
Gesamtintensität zunehmend, es zeigen sich auch vermehrt Areale mit 
kräftigerem Signal. Diese könnten eine größere Zusammenlagerung einzelner 
Kanäle darstellen, was ein Hinweis auf eine verbesserte Clusterbildung unter 
dem Einfluss von R-Roscovitine sein könnte. 
 
Zusammenfassend wird durch den Cav2.2 Kalziumkanalagonisten R-Roscovitine 
die Differenzierung der SMA-Motoneurone verbessert, indem die Erregbarkeit 
am Wachstumskegel ansteigt. Dieser positive Effekt auf die Entwicklung der 
SMA-Motoneurone zeigt sich sowohl strukturell bei den Axonlängen und 
Wachstumskegeln, als auch funktionell mit einer erhöhten Transientenfrequenz 
spontaner Kalziumeinströme. In Tejero et al. (unveröffentliche Daten) konnte 
außerdem gezeigt werden, dass der Roscovitine-Effekt nicht nur auf zellulärer 
Ebene erfolgsversprechend ist, sondern auch elektrophysiologisch an Nerv-
Muskelpräparaten Wirkung zeigt. Schließlich konnte bei Tejero et al. 
nachgewiesen werden, dass die in vivo Gabe von R-Roscovitine auch zu einer 
Prognoseverbesserung behandelter SMA Mäuse führt (unveröffentliche Daten).  
 
6.2 Der Wirkmechanismus von R-Roscovitine auf zellulärer Ebene 
Agonismus am Cav2.2 Kalziumkanal  
Die spannungsabhängigen Kalziumkanäle liegen in mehreren geschlossen- und 
offen-Zuständen vor (Lee & Elmslie, 1999; Buraei et al., 2005). Durch die Bindung 
von R-Roscovitine an den offenen Zustand der Cav2 Kalziumkanäle verzögert 
sich der Übergang des Kanals in einen geschlossenen Zustand um das drei- bis 
sechsfache (Yan et al., 2002). Aus der verzögerten Kanalschließung folgt eine 
Zunahme des Kalziumeinstroms und eine gesteigerte Vesikelfreisetzung von 
etwa 150% an dieser Stelle (Cho & Meriney, 2006). Der Effekt von R-Roscovitine 
kennzeichnet sich dabei als rasch (<2 sec), reversibel und dosisabhängig (Yan 
et al., 2002). Zudem ist die Wirkung an den Kalziumkanälen spezifisch für R-
Roscovitine und kann nicht durch die Gabe des Stereoisomers S-Roscovitines 
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hervorgerufen werden (Buraei et al., 2005; Cho & Meriney, 2006). Aus dieser 
Kinetik lässt sich schließen, dass die gesteigerte Vesikelfreisetzung über den 
plötzlich einsetzenden, höheren Kalziumeinstrom nur dann Sinn macht, wenn die 
Bindungsstelle von R-Roscovitine direkt am Kanal liegt und nicht über einen 
alternativen, intrazellulären Signalweg hervorgerufen wird. In Tejero et al. konnte 
gezeigt werden, dass die akute Applikation von R-Roscovitine auch bei 
Motoneuronen innerhalb weniger Sekunden zu einem Kalziumeinstrom führt, 
was die rasche Wirkung von R-Roscovitine bestätigt (unveröffentliche Daten). 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Calcium Imaging Experimente zeigen zudem, 
dass sich der positive Effekt von R-Roscovitine bei SMA-Motoneuronen durch 
die gleichzeitige Gabe des Kalziumkanalantagonisten ω-Conotoxin aufheben 
lässt (Abbildung 11). Es wird angenommen, dass durch die Gabe von ω-
Conotoxin die Bindungsstelle für R-Roscovitine am Kalziumkanal blockiert wird. 
Der Einfluss von ω-Conotoxin hat dabei aber nicht nur direkte Auswirkungen auf 
den Kalziumeinstrom, sondern zeigt sich auch indirekt anhand zell-
morphologischer Parameter: Bei gleichzeitiger Gabe von R-Roscovitine und ω-
Conotoxin geht der positive Effekt von R-Roscovitine auf die Axonlängen der 
SMA-Motoneurone verloren (Abbildung 8F, H). 
Präparate von Mäusen, die einen Knockout des p35 Proteins aufweisen, zeigen 
unter der Gabe von R-Roscovitine weiterhin hohe Kalziumtransienten (Yan et al., 
2002). Das p35 Protein gilt als entscheidender Bindungspartner und gleichzeitig 
als Aktivator von Cdk5. Die extrazelluläre Bindung von R-Roscovitine an den 
Cav2.2 Kalziumkanal bleibt also von Cdk5/p35 unbeeinflusst (Yan et al., 2002). 
In der vorliegenden Arbeit erfolgte ergänzend zu den Daten von Yan et al. die 
Untersuchung der Kalziumtransienten bei Mäusen mit einem Cdk5 Knockout. 
Motoneurone unbehandelter Mäuse mit Cdk5 Knockout weisen keine 
Unterschiede bezüglich der Kalziumtransienten in den Wachstumskegeln auf. Es 
ist daher davon auszugehen, dass sich ein Cdk5 Knockout nicht auf die 
Kalziumeinströme an den Wachstumskegeln der Motoneurone auswirkt 
(Abbildung 13). Unter R-Roscovitine Behandlung zeigt sich sowohl bei den 
wildtypischen Motoneuronen als auch bei Motoneuronen aus dem Cdk5 
Knockout Mausmodell ein nicht signifikanter Anstieg der Transientenfrequenz 
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(Abbildung 13). Diese Ergebnisse bestätigen die Arbeit von Yan et al. Der Effekt 
von R-Roscovitine am Kalziumkanal bleibt trotz fehlendem Cdk5-Protein 
erhalten.  
Gegen die alleinige Wirkung von R-Roscovitine auf die Cav2 Kalziumkanäle 
spricht, dass für eine agonistische Wirkung am Kalziumkanal eine etwa 300-fach 
höhere Konzentration benötigt wird, als für eine antagonistische Wirkung an 
Cdk5 (EC50[Cav2.2] = 54 µM; IC50[Cdk5] = 0,16 µM) (Buraei et al., 2005). 
Außerdem ist Roscovitine als niedermolekulare, lipophile Substanz in der Lage, 
die Zellmembran zu passieren und könnte somit auch innerhalb kürzester Zeit 
intrazelluläre Signalwege beeinflussen. Einen statistisch zwar nicht signifikanten 
aber dennoch erwähnenswerten Effekt auf die Kalziumtransienten zeigt sich 
außerdem unter der Behandlung mit S-Roscovitine (Abbildung 10 D, E, F). Eine 
agonistische Wirkung von S-Roscovitine am Cav2 Kalziumkanal erfordert eine 
20-fach höhere Konzentration als R-Roscovitine (Buraei & Elmslie, 2008). Es ist 
daher unwahrscheinlich, dass der Anstieg der Kalziumtransienten unter S-
Roscovitine in einer direkten Bindung am Kalziumkanal begründet liegt.   
 
Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass die erhöhten Kalziumtransienten 
unter der Behandlung mit R-Roscovitine durch eine direkte Bindung von R-
Roscovitine an die Cav2 Kalziumkanäle verursacht werden. Argumente, die diese 
These unterstützen, sind die schnelle und reversible Wirkung von R-Roscovitine, 
sowie die Aufhebung des R-Roscovitine Effekts bei gleichzeitiger Gabe des Cav2 
Antagonisten ω-Conotoxin. Für den alternativen Signalweg über die Inhibition 
von Cdk5 spricht vor allem der geringe, nicht-signifikante Anstieg der 
Kalziumtransienten unter S-Roscovitine.  
        
Antagonismus an der Cyclin-abhängigen Kinase 5 
Die Cyclin-abhängige Kinase 5 und deren Untereinheit p35 werden überwiegend 
in neuronalem Gewebe exprimiert und greifen dort in verschiedene Signalwege 
ein. In zahlreichen Arbeiten wurde eine Rolle von Cdk5 bei Lernprozessen und 
synaptischer Plastizität beschrieben (siehe Review von Angelo et al., 2006). Eine 
weitere wichtige Funktion bildet die Interaktion zwischen Cdk5 und dem 
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Zytoskelett (Hellmich et al., 1992; Ohshima et al., 1996). Cdk5 ist also prinzipiell 
ein guter Kandidat, wenn es darum geht, den Wachstumskegel und den axonalen 
Transport zu beeinflussen. Beides ist in SMA-Motoneuronen gestört (Rossoll et 
al., 2003; Jablonka et al., 2007) und beides wird von R-Roscovitine positiv 
beeinflusst (Ergebnisteil). Sowohl R- als auch S-Roscovitine binden kompetetiv 
und hochspezifisch an die ATP Bindungstasche von Cdk5 und inhibieren diese 
durch die Blockade der katalytischen Einheit (Veselý et al., 1994; Schulze-
Gahmen et al., 1995; De Azevedo et al., 1997; Filgueira de Azevedo et al., 2002). 
Um die Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf den Wirkmechanismus von R-
Roscovitine an SMA Motoneuronen sinnvoll zu beurteilen, ist es also notwendig, 
den antagonistischen Effekt an Cdk5 und den agonistischen Effekt an den Cav2 
Kalziumkanälen einander gegenüberzustellen. 
In den ersten Arbeiten über Cdk5 gab es Hinweise darauf, dass die Aktivierung 
von Cdk5 das neuronale Überleben und den axonalen Transport fördert. So 
konnte gezeigt werden, dass sich Motoneurone ohne Cdk5 in ihrer Form 
verändern und sich deshalb die Überlebenszeit der Motoneurone verkürzt 
(Dhavan & Tsai, 2001). Zudem wurde beschrieben, dass Cdk5 das 
Transportprotein Aktin im Wachstumskegel durch Phosphorylierung stabilisiert 
(Nikolic et al., 1996; Matsubara et al., 1996). Ähnliche Effekte zeigen sich mit 
anderen Transport- und Matrixproteinen (Pigino et al., 1997; Paglini et al., 1998). 
Wird Cdk5 gehemmt, resultiert daraus die Destabilisierung des axonalen 
Transports und in der Folge eine Verkürzung der Axone (Nikolic et al., 1996; 
Pigino et al., 1997). Die Gabe von R-Roscovitine als Cdk5 Inhibitor müsste also 
entsprechend dieser Vorarbeiten auch bei SMA Motoneuronen zu kürzeren 
Axonen führen oder diese zumindest nicht verbessern. Das Gegenteil ist jedoch 
der Fall. R-Roscovitine führt zu einer Verlängerung der Axone auf Laminin-111, 
also einem verbesserten axonalen Wachstum (Abbildung 8E, F). Dies bedeutet, 
dass die positive Wirkung von R-Roscovitine auf die Axonlängen über einen 
anderen Mechanismus als über die Hemmung von Cdk5 stattfinden muss. 
Werden die SMA Motoneurone mit GV-58, einem alleinigen Cav2 Agonisten ohne 
Cdk5-inhibitorischer Komponente behandelt, steigen die Axonlängen der SMA 
Motoneurone signifikant an, während sich unter der Behandlung mit S-
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Roscovitine, einem alleinigen Cdk5 Inhibitor, keine Wirkung zeigt (Abbildung 8E). 
Dieses Ergebnis untermauert die Hypothese, dass die positive Wirkung auf die 
Axonlängen der SMA Motoneurone am ehesten durch eine agonistische Wirkung 
am Kalziumkanal bedingt ist und nicht durch eine Cdk5 Blockade.   
Der in vitro eindeutig erscheinende Zusammenhang zwischen hoher Cdk5 
Aktivität und Neuritenwachstum lässt sich jedoch in vivo nicht so einfach 
bestätigen. In vivo scheint Cdk5 eher eine regulatorische Funktion aufzuweisen, 
indem es die Richtung des Axonwachstums steuert, wobei unklar ist, ob es dafür 
aktiviert oder inhibiert werden muss (Connell-Crowley et al., 2000). Der Aussage, 
dass eine Cdk5 Aktivierung pauschal zu einem längeren Axonwachstum führt, 
wird entgegengesetzt, dass Cdk5 durch eine Phosphorylierung von Pak1 zu einer 
geringeren Aktinpolymerisation führt, was eher eine Neuritenretraktion zur Folge 
hätte als ein verbessertes Axonwachstum (Nikolic et al., 1998). Um diesen 
Aspekt zu berücksichtigen wurde in der Arbeit von Tejero et al. (unveröffentliche 
Daten) zusätzlich getestet, ob eine Behandlung mit R-Roscovitine Auswirkungen 
auf die Phosphorylierung von Pak1 bei SMA-Motoneuronen hat. Es zeigten sich 
unter R-Roscovitine weder Unterschiede in der Proteinmenge von 
unphosphoryliertem noch von phosphoryliertem Pak1 (Datenerhebung Nikolaos 
Zapantis). Die Gabe von R-Roscovitine scheint demnach keinen Einfluss auf die 
Aktivität von Cdk5 zu haben.  
 
Neben dem Einfluss auf das Überleben und den axonalen Transport konnte in 
Tejero et al. nachgewiesen werden, dass die Vesikelfreisetzung (Berechnung als 
quantal content) am Nerv-Muskelpräparat von SMA Mäusen unter der Gabe von 
R-Roscovitine zunimmt (unveröffentliche Daten). Es wurde außerdem gezeigt, 
dass die Aktivierung von Cdk5 eine Phosphorylierung des Munc18/Syntaxin-
Komplexes zur Folge hat, wodurch die Vesikelfreisetzung steigt (Fletcher et al., 
1999). Würde die Wirkung von R-Roscovitine ausschließlich über eine Cdk5 
Inhibition erfolgen, müsste anhand dieser Daten die Vesikelfreisetzung unter R-
Roscovitine sinken und nicht, wie bei Tejero et al. (unveröffentlichte Daten) 
nachgewiesen, steigen. Bezüglich der Vesikelfreisetzung existieren jedoch 
Unstimmigkeiten. So wurde in einer anderen Arbeit postuliert, dass eine 
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Phosphorylierung von Munc-18/Syntaxin 1A durch eine aktivierte Cdk5 zu einer 
reduzierten Vesikelfreisetzung führt, weil phosphoryliertes Munc-18/Syntaxin 1A 
weniger mit anderen synaptischen Proteinen interagiert (Shuang et al., 1998). 
Die Aussage von Shuang et al. macht es im Gegensatz zur Aussage von Fletcher 
et al. also vorstellbar, dass die Inhibition von Cdk5 die Vesikelfreisetzung nicht 
verringert, sondern sogar verbessern könnte. Diese Aussage wird unterstützt 
durch die Ergebnisse von Kim et al. Dort führte die Inhibition von CDK5 dazu, 
dass „stille“ Synapsen demaskiert wurden, wodurch der Vesikel-Reservepool 
mobilisiert wurde, was wiederum zu einer Verbesserung der Vesikelfreisetzung 
führte (Kim et al., 2010).  
Ein weiterer wichtiger Aspekt betrifft die direkte Interaktion zwischen Cdk5 und 
den Kalziumkanälen. Wird Cdk5 durch seine Untereinheit p35 aktiviert, ist es in 
der Lage, die Cav2 Kalziumkanäle an der α1-Untereinheit zu phosphorylieren 
(Tomizawa et al., 2002). Diese Phosphorylierung bewirkt, dass die Interaktion 
zwischen dem Kalziumkanal und den SNARE Proteinen verhindert wird und sich 
die Vesikelfreisetzung so reduziert (Tomizawa et al., 2002). Die Aktivierung von 
Cdk5 hätte also auch in diesem Fall eine verringerte Vesikelfreisetzung zur Folge 
und eine Blockade von Cdk5 würde demzufolge auch hier die Freisetzung der 
Vesikel verbessern. Anhand der vorliegenden Daten kann also nicht 
ausgeschlossen werden, dass R-Roscovitine über den Mechanismus einer Cdk5 
Inhibition zu einer gesteigerten Vesikelfreisetzung führt. 
 
Wird die Rolle von Cdk5 bei der neuronalen Entwicklung betrachtet, so ergibt sich 
folgendes Fazit: In vitro Untersuchungen zeigen, dass eine hohe Cdk5 Aktivität 
das Wachstum und die Differenzierung neuronaler Zellen im Axon und am 
Wachstumskegel fördert. Würde R-Roscovitine bei den SMA Mäusen über eine 
Cdk5-Inhibition wirken, müssten sich die zell-morphologischen Parameter 
demzufolge verschlechtern. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro 
Untersuchungen zeigen jedoch eine Verbesserung der zell-morphologischen 
Parameter. Dies bedeutet, dass der Wirkmechanismus von R-Roscovitine nicht 
über eine Cdk5 Inhibition stattfinden kann, sondern über einen anderen 
Signalweg. Dieser Signalweg bezieht sich am ehesten auf die Kalziumkanäle.    
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In Bezug auf die Vesikelfreisetzung kann keine eindeutige Aussage über den 
Wirkmechanismus von R-Roscovitine getroffen werden. Es gibt sowohl Hinweise, 
dass die Inhibition von Cdk5 die Vesikelfreisetzung verbessert (Shuang et al., 
1998; Tomizawa et al., 2002; Kim et al., 2010) als auch Hinweise, dass die 
Inhibition von Cdk5 die Vesikelfreisetzung verschlechtert (Fletcher et al., 1999). 
 
Einfluss auf neurodegenerative Erkrankungen 
Zahlreiche Vorarbeiten über Cdk5 haben ergeben, dass die Funktion der Kinase 
am ehesten darin liegt, als Regulationsprotein in zelluläre Prozesse wie 
Transport und Synapsenbildung einzugreifen ohne dass festgelegt ist, ob dafür 
eine Aktivierung oder eine Hemmung der Kinase nötig ist. Fest steht aber, dass 
es sowohl schädlich ist, wenn Cdk5 fehlt, als auch wenn die Kinase überaktiv ist 
(Dhavan & Tsai, 2001; Cruz & Tsai, 2004). Bei einer Überaktivierung von Cdk5 
kommt es zur Hyperphosphorylierung von Zellproteinen. Diese können im 
Anschluss akkumulieren, was wiederum zur Pathogenese neurodegenerativer 
Erkrankung beiträgt (Cruz & Tsai, 2004). Ein bekanntes Beispiel ist das Protein 
Tau bei der Alzheimer Erkrankung. Wird Tau von Cdk5 hyperphosphoryliert, löst 
es sich von den Mikrotubuli ab und akkumuliert in der Nervenzelle, was 
schließlich zur Zytoskelettdisruption und zum Zelluntergang führt (Ishiguro et al., 
1992; Baumann et al., 1993; Kobayashi et al., 1993; Mandelkow, 1999; Patrick 
et al., 1999). Eine Tau Hyperphosphorylierung durch Cdk5 konnte auch in SMA 
Mausmodellen nachgewiesen werden (Miller et al., 2015). Verschiedene Doppel-
Knockout Mausmodelle konnten zeigen, dass bei der SMA die 
Hyperphosphorylierung von Tau durch Cdk5 zur Denervierung der 
neuromuskulären Endplatte und schließlich auch zur Degeneration der 
Motoneuronen führt (Miller et al., 2015). Eine Behandlung mit Roscovitine würde 
demzufolge die Hyperphosphorylierung reduzieren und könnte die Degeneration 
der SMA Motoneurone über die Inhibition von Cdk5 verhindern. In einem 
Mausmodell für die Niemann-Pick Erkrankung, einer rezessiv vererbten 
Speicherkrankheit, kommt es ebenfalls durch eine Cdk5-induzierte 
Hyperphosphorylierung zur Akkumulation von Bestandteilen des Zytoskeletts 
(Zhang et al., 2004). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Roscovitine über 
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eine Inhibition von Cdk5 die Hyperphosphorylierung der Zytoskelettproteine 
verringert und sich dadurch die motorische Funktion der Niemann-Pick Mäuse 
verbessert (Zhang et al., 2004). Bei der Amyotrophen Lateralsklerose wurde 
hyperphosphoryliertes Neurofilament nachgewiesen (Shelton & Johnson, 2004). 
Es existieren jedoch widersprüchliche Aussagen, in wie weit Cdk5 für die 
Phosphorylierungen bei der ALS verantwortlich ist (Dhavan & Tsai, 2001; Shelton 
& Johnson, 2004; Takahashi & Kulkarni, 2004).  
Für den Einfluss von Kalziumkanälen bei Motoneuronerkrankungen existiert 
weniger Evidenz. Bei Patienten mit ALS wurden Autoantikörper gegen Cav2 
Kanäle gefunden, die möglicherweise bei der Entstehung der Erkrankung eine 
Rolle spielen (Day et al., 1997). Zudem zeigen Mausmodelle mit Störungen an 
Kalziumkanälen ähnliche klinische Auffälligkeiten wie Mäuse aus dem SMA 
Modell (Rodríguez-Santiago et al., 2007). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, 
dass Kalziumkanäle als pathophysiologische Ursache bei Erkrankungen mit 
motorischen Beeinträchtigungen wie bei der SMA in Frage kommen.  
Um zu klären, ob der Wirkmechanismus von R-Roscovitine über die 
Kalziumkanäle oder über Cdk5 stattfindet, wurden in Tejero et al. trächtige SMN-
heterozygote Mäuse subkutan mit R-Roscovitine oder mit S-Roscovitine 
behandelt (unveröffnetliche Daten). Es zeigte sich, dass das Überleben der 
homozygoten SMA Jungtiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren signifikant 
anstieg, wenn sie intrauterin mit R-Roscovitine behandelt wurden, während sich 
das Überleben unter S-Roscovitine nicht verbesserte. Diese zusätzlichen in vivo 
Daten machen neben den zell-morphologischen und den funktionellen Aspekten 
einen Wirkmechanismus über die Cav2 Kalziumkanäle wahrscheinlicher als über 
Cdk5. 
  
Zusammengefasst sprechen einige Aspekte dafür, dass eine Überaktivität von 
Cdk5 zur Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen beiträgt. Da es sich 
bei der SMA um eine Degeneration der Motoneurone handelt, sind auch hier 
gestörte Signalwege über Cdk5 denkbar. Dementsprechend würde es passen, 
dass R-Roscovitine als Cdk5 Inhibitor diese Signalwege hemmt und somit das 
Überleben im Mausmodell verbessern könnte. Andererseits wurde in der Literatur 
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beschrieben, dass die Degeneration der Motoneurone bei der SMA vom 
Wachstumskegel ausgeht und nach proximal voranschreitet (Jablonka et al., 
2007). Es erscheint daher wahrscheinlicher, auch in Anbetracht der in dieser 
Arbeit vorliegenden Ergebnisse, dass die R-Roscovitine Wirkung durch einen 
lokal erhöhten Kalziumeinstrom am Wachstumskegel zustande kommt. Dafür 
spricht vor allem, dass eine direkte Bindungsstelle von R-Roscovitine an einem 
Kalziumkanal im Wachstumskegel vorliegt, der für die Entwicklung des 
Motoneurons eine essentielle Bedeutung hat und dass die Bindung von R-
Roscovitine an diesen Kanal zu einer schnellen und gut reproduzierbaren 
Erhöhung der lokalen Kalziumtransienten führt. Da insbesondere die 
Clusterbildung dieser Kalziumkanäle und die damit im Zusammenhang 
stehenden insuffizienten Kalziumeinströme für den Differenzierungsdefekt der 
Motoneurone bei der SMA verantwortlich scheinen, klingt es insgesamt plausibel, 
dass die positive Wirkung von R-Roscovitine über den Kalziumkanal stattfindet 
und nicht über die Inhibition von Cdk5.  
 
6.3 Der indirekte Einfluss neurotropher Faktoren auf den Cav2.2 
Kalziumkanal 
Für die neurotrophen Faktoren BDNF, CNTF und GDNF ist beschrieben, dass 
sie die Entwicklung von Motoneuronen fördern (Oppenheim et al., 1992; 
Sendtner et al., 1992; Yan et al., 1992; Arakawa et al., 1990; Sendtner et al., 
1990; Henderson et al., 1994). Über welchen Mechanismus die jeweiligen 
Faktoren zur Reifung der Motoneurone beitragen, ist zum aktuellen Zeitpunkt 
nicht vollständig geklärt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass entscheidende 
Differenzierungssignale vom Wachstumskegel ausgehen und dass diese Signale 
häufig mit lokal erhöhten Kalziumeinströmen in Verbindung stehen (McAllister et 
al., 1996; Spitzer, 2006). Neben der Untersuchung des Kalziumkanalagonisten 
bei primären Smn-defizienten Motoneuronen war es also ein weiteres Ziel dieser 
Arbeit, herauszufinden, ob die neurotrophen Faktoren BDNF, CNTF und GDNF 
über lokale Kalziumeinströme am Wachstumskegel zur Motoneuronentwicklung 
beitragen. Abbildung 14 E-I zeigt, dass nur die kontinuierliche Gabe von BDNF 
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zu einer signifikant erhöhten Frequenz von Kalziumtransienten am 
Wachstumskegel führt.  
Für BDNF ist eine wichtige Rolle bei der Synapsenbildung und Vesikelfreisetzung 
von Neuronen beschrieben (Blum & Konnerth, 2005). Ein Zusammenhang mit 
Kalziumeinströmen war bisher jedoch nur bei kortikalen Neuronen im Rahmen 
der Langzeitpotenzierung bekannt (Amaral & Pozzo-Miller, 2007). Bei 
Hippocampusneuronen führt BDNF lokal und unabhängig von NMDA-
Rezeptoren zu einem intrazellulären Kalziumeinstrom (Amaral & Pozzo-Miller, 
2007). Die durch BDNF initiierten Kalziumströme wurden begleitet von 
intrazellulären Signalkaskaden, wie der Aktivierung von MAP-Kinasen oder IP3 
(Amaral & Pozzo-Miller, 2007; Nakata et al., 2007; Li et al., 2010; Feng et al., 
1999).  
Bisher wurde nur ein Zusammenhang zwischen BDNF und dem Nav1.9 
Natriumkanal am Wachstumskegel festgestellt (Blum et al., 2002; Subramanian 
et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass bei 
Motoneuronen eine Verbindung zwischen BDNF und den Kalziumkanälen am 
Wachstumskegel existiert. In Motoneuronen aus einem TrkB Knockout 
Mausmodell (Ntrk) sind die Kalziumeinströme am Wachstumskegel deutlich 
reduziert (Abbildung 14 A-D). In Dombert et al., wurde zudem gezeigt, dass 
Motoneurone aus dem Ntrk Mausmodell auch gestörte Axonlängen und 
Wachstumskegel aufweisen (Dombert et al., 2017). Wird also der Signalweg von 
BDNF unterbrochen, resultiert daraus sowohl morphologisch als auch funktionell 
eine gestörte Entwicklung des Motoneuronwachstumskegels. 
Bisher wurde keine direkte Interaktion zwischen BDNF und den Kalziumkanälen 
am Wachstumskegel der Motoneurone festgestellt. Die in dieser Arbeit 
durchgeführte akute Applikation von BDNF (Abbildung 15) zeigt jedoch, dass der 
Einfluss von BDNF in einer kurzen Zeitspanne zu vermehrten Kalziumeinströmen 
an der Zellmembran des Wachstumskegels führt und ein lokaler Zusammenhang 
mit den Kalziumkanälen wahrscheinlich ist. Außerdem zeigt sich in 
immunzytochemischen Untersuchungen, dass TrkB eine ähnliche Verteilung im 
Wachstumskegel aufweist wie Cav2.2 (Dombert et al., 2017). Um eine genauere 
Lokalisierung beider Proteine beschreiben zu können, müssten allerdings hoch-
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auflösendere Mikroskopietechniken wie dSTORM (direct Stochastic Optical 
Reconstruction Microscopy) oder STED (Stimulated Emission Depletion) zum 
Einsatz kommen. 
Die Gabe von BDNF führt nicht nur zu erhöhten Kalziumeinströmen, sondern 
auch zu einem vermehrten Kalziumkanalclustering und zu einer erhöhten 
Signalintensität von β-Aktin, was wiederum die Fläche des Wachstumskegels 
erhöht (Yao et al., 2006; Torres-Benito et al., 2011; Dombert et al., 2017). 
Zusammengefasst weisen die Daten darauf hin, dass durch die Bindung von 
BDNF an den TrkB Rezeptor intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert werden, die 
dazu führen, dass die β-Aktin Präsenz lokal im Wachstumskegel erhöht wird. 
Mehr F-Aktin korreliert mit einer erhöhten Frequenz an spontanen 
Kalziumeinströmen basierend auf einer verstärkten Cluster-Bildung. Der 
Kalziumeinstrom wiederum bewirkt eine Regulierung der axonalen Verlängerung.  
Sind diese Signalwege gestört, resultiert daraus eine fehlerhafte Entwicklung des 
Motoneuronenwachstumskegels und der axonalen Elongation. Dabei ähneln sich 
die Defekte von Motoneuronen aus dem Ntrk Mausmodell und dem SMA 
Mausmodell in vitro (Jablonka et al., 2007). Es scheint daher möglich, dass der 
BDNF/TrkB Signalweg auch in der Pathogenese der SMA involviert sein könnte 
oder zumindest einen zellulären Marker darstellt, der das Ausmaß des 
Motoneurondefekts andeutet. Neben dem direkten Ansatz an den 
Kalziumkanälen mit R-Roscovitine ist also auch der BDNF/TrkB Signalweg ein 
möglicher indirekter Kandidat um die Differenzierungsstörung des 
Motoneuronwachstumskegels bei der SMA positiv zu beeinflussen.     
 
6.4 Kalziumtransienten an der neuromuskulären Endplatte bei SMARD1  
Im Gegensatz zu SMA Motoneuronen zeigen primäre Motoneuronen aus dem 
SMARD1 Mausmodell keine Einschränkungen der Kalziumtransientenfrequenz 
(Abbildung 16). In der Arbeit von Surrey et al. 2018 wurden zusätzlich 
morphologische Parameter bei Nmd2J Motoneuronen untersucht. Auch dort 
zeigten sich keine Auffälligkeiten bezüglich der Axonlänge und der Größe der 
Wachstumskegel (Surrey et al., 2018). Es ist deshalb davon auszugehen, dass 
Motoneurone aus dem SMARD1 Mausmodell in vitro weder morphologisch, noch 
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funktionell Ähnlichkeiten mit den Motoneuronen aus dem Mausmodell für die 
proximale SMA aufweisen. Der Defekt bei der SMARD1 scheint daher im 
Gegensatz zur SMA nicht vom Wachstumskegel auszugehen. Da keine 
Erregbarkeitsstörungen an der neuromuskulären Endplatte in Ighmbp2-
defizienten Motoneuronen gemessen werden konnten, ist ein Einsatz von R-
Roscovitine bei diesem Krankheitsbild nicht zielführend (Krieger et al., 2013). 
 
6.5 Die klinische Anwendung der untersuchten Substanz Roscovitine  
Pharmakologie  
Die Applikation von Roscovitine erfolgt beim Menschen oral. Nach einer 
vergleichsweise lang andauernden gastrointestinalen Resorptionszeit beträgt die 
Bioverfügbarkeit von Roscovitine durch seine geringe Größe annähernd 100% 
(Mejier & Raymond, 2003). Durch die hydrophobe Struktur weist die Substanz 
eine hohe Fettverteilung auf (De la Motte & Gianella-Borradori, 2004). Diese 
bedingt eine kontext-sensitive Halbwertszeit, die konzentrationsabhängig 0,6 bis 
5 Stunden beträgt (De la Motte & Gianella-Borradori, 2004; Vita et al., 2004). 
Roscovitine erreicht beim Erwachsenen eine Liquorgängigkeit von etwa 30%, die 
jedoch im Embryonalstadium aufgrund der noch durchlässigen Blut-Hirn-
Schranke und dem noch nicht vollständig ausgereiften Cytochrom P450 
(CYP450) System weitaus höher liegt (Vita et al., 2005; Butt et al., 1990; Kearns 
et al., 2003). Die optimale Wirkung wird nach 8 bis 24 Stunden erzielt (Mejier & 
Raymond, 2003). Als Mindestdosierung werden 200 - 500 mg pro Tag empfohlen 
mit einer Zielplasmakonzentration von 5 bis 20 µM (Mejier & Raymond, 2003). 
Die Metabolisierung von Roscovitine erfolgt non-linear über das Cytochrom P450 
System (McClue & Stuart, 2008). Die Metabolite sind im Gegensatz zu 
Roscovitine wasserlöslich und werden zu einem hohen Anteil über die Nieren 
ausgeschieden (De la Motte & Gianella-Borradori, 2004; Vita et al., 2005).   
 
Klinische Studien 
Als potenter Inhibitor von Cyclin-abhängigen Kinasen wurde Roscovitine bereits 
in mehreren Studien zur Tumortherapie getestet. Bei fortgeschrittenen, soliden 
Tumoren zeigten sich die Tumore unter der Behandlung mit Roscovitine in ihrem 
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Wachstum stabil. Es zeigte sich jedoch keine Tumorreduktion (Benson et al., 
2007; Shapiro et al., 2013). Neben Tumorerkrankungen wurde Roscovitine auch 
bei Glomerulonephritiden und Viruserkrankungen getestet (Cicenas et al., 2015; 
Clough et al., 2002). Ein neuer Ansatz ist der Einsatz von S-Roscovitine als 
neuroprotektive Therapie beim Schlaganfall (Menn et al., 2010; Rousselet et al., 
2018) Aktuelle Studien mit Roscovitine rekrutieren Patienten mit Cystischer 
Fibrose und der Cushing Erkrankung (NCT02160730, NCT02649751).  
Roscovitine wird in niedrigen Dosierungen (400 mg) oral gut toleriert (Haesslein 
& Jullian, 2002; Benson et al., 2007). Erst in höheren Dosierungen (800 mg) ist 
mit Nebenwirkungen wie Fatigue und ein Anstieg der Transaminasen zu rechnen, 
weswegen die sequentielle Gabe empfohlen wird (Benson et al., 2007, Hsieh et 
al. 2009, Le Tourneau et al., 2010; Shapiro et al., 2013; Tolaney et al., 2016).  
 
7. Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der Kalziumkanalagonist R-
Roscovitine durch einen Anstieg des Kalziumeinstroms zu einer verbesserten 
Differenzierung bei Smn-defizienten Motoneuronen führt. Es wurde gezeigt, dass 
sich durch R-Roscovitine die Frequenz der Kalziumtransienten erhöhte und die 
Axonlängen anstiegen und damit Differenzierung und Funktion bei SMN-
defizienten Motoneuronen verbessert werden konnte.   
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Differenzierungsdefekt an der 
neuromuskulären Endplatte bei SMA Motoneuronen durch eine gestörte Funktion 
spannungsabhängiger Kalziumkanäle mitverursacht sein könnte. Eine gestörte 
Kalziumhomöostase wurde bereits in mehreren Arbeiten bei der Spinalen 
Muskelatrophie beschrieben (Biondi et al., 2010; Biondi et al., 2008; Jablonka et 
al., 2007; Lyon et al., 2013; McGivern et al., 2013; Riessland et al., 2017; Ruiz et 
al., 2010; Subramanian et al., 2012). Liegen bei SMN-defizienten Motoneuronen 
Kalziumkanal-bedingte Erregungsstörungen vor, erscheint die Wiederherstellung 
der Kalziumhömöostase durch den Einsatz von Kalziumkanalagonisten als 
sinnvolle, zusätzliche therapeutische Option zusätzlich zu den bereits auf dem 
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